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EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE 
GLYKOGENBILDUNG IN DER LEBER MITTELS 
DURCHBLUTUNGSVERSUCHE BEI KUNSTLICH 

HERVORGERUFENEM FIEBER. 


Von 


TSUNAMOTO IMAZU. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. R. Inada Kaiserliche 


Universitit zu Tokyo.) i Se 


(Eingegangen am 24. April 1929.) 


Bekanntlich wird die Zuckerassimilation bei den verschiedenen 
fieberhaften Krankheiten mehr oder minder gestért und oft eine 
Hyperglykimie auch im niichternen Zustande beobachtet. Aber 
die Ansichten der Autoren in Bezug auf den Mechanismus dieser 
Zusammenhinge gehen auseinander. Neuerdings zitiert Geiger 
(1927) in seiner Arbeit drei Ansichten von friiheren Autoren, dass 
Liefmann und Stern (1906) die Ursache der Hyperglykamie in 
der Steigerung des Stoffwechsels durch das Fieber und Masing 
(1912), Rolly und Oppermann (1913) in der Hyperthermie 
selbst sehen, wihrend Watanabe und Sakaguchi (1914) einen 
direkten Zusammenhang zwischen Fieberhyperglykamie und 
vermehrter Kohlehydratverbrennung oder Hyperthermie ablehnen 
und annehmen wollen, dass die pyrogene Substanz zur toxischen 
Erregung des Zuckerzentrums fiihrt. Weil Geiger bei seiner 
Untersuchung die Hyperglykimie nur im Stadium des Fieberan- 
stiegs sah, verneint er alle oben genannten Ansichten und glaubt, 
die Fieberhyperglykimie als eine durch relative Unterkiihlung 
hervorgerufene Art der ‘‘Unterkthlungshyperglykamie’’ erklaren 
zu kénnen. Aber dagegen spricht der Befund, dass Watanabe und 
Sakaguchi in einem Fall von kruppéser Pneumonie fiinf Tage 
nach der Krisis bei normaler Ko6rpertemperatur einen erhohten 
Niichternblutzuckergehalt beobachteten und dass Asakawa (1921) 


1 


2 T. Imazu: 


in unserer Klinik hiufig am Ende des Fieberstadiums oder nach 
der Entfieberung eine starker ausgepragte Stérung der Zuckeras- 
similation beobachtete als im Akmestadium. Freund (1921) ist 
auch der Meinung, dass die Héhe des Blutzuckers keineswegs von 
der Hiéhe der Fiebertemperatur, sondern nur von der Schwere der 
Intoxikation, und zwar besonders der infektidsen Schadigung der 
Leber abhanet. 

Obwohl die Meinungen der Autoren, wie oben erwahnt, nicht 
ganz iibereinstimmen, so wird doch im allgemeinen anerkannt, 
dass die Zuckermobilisation in der Leber im Fieber gesteigert und 
die Glygogenstapelung vermindert ist. Auch experimentell wurde 
der lLeberglykogenschwund beim Fieber von vielen Seiten 
(Senator, Kraus, Rolly u.a.) festgestellt. 

Aber meines Wissens fehlt es noch an Angaben tiber ex- 
perimentelle Untersuchungen, welche in direkter Weise die Ver- 
minderung der glykogenbildenden Fahigkeit der Leber im Fieber 
beweisen. Ich habe mich also auf Anraten und unter der Leitung 
von Prof. R. Inada und Prof. K. Sakaguchi mit dieser Frage 
befasst, indem ich dabei Durchblutungsversuche der Leber aus- 
fiihrte. 

Bei meinen Untersuchungen ging ich so vor, dass ich durch 
subeutane resp. intravendse Zufuhr von Typhus- und Dysenterie 
(Shiga)-Vaccin oder von Tetrahydro-6-naphthylamin beim Hunde 
eine Temperatursteigerung hervorrief, welche eine deutliche Herab- 
setzung der Zuckerassimilationsfahigkeit nach sich zog, was ich 
auch selbst experimentell bestatigen konnte, und dass ich die Gly- 
kogenbildung in der Leber der so behandelten Tiere beim Durch- 
blutungsversuche untersuchte. 


A. Derr EINFuuss DER FIEBERSTEIGERUNG AUF DIB 
ZUCKERASSIMILATION. 


1. Untersuchung am kohlehydratreich genihrten Hunde. 
Bevor ich zu den eigentlichen Durchblutungsversuchen iiber- 
ging, untersuchte ich zuerst, wie stark die Zuckerassimilations- 
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TABELLE I, 
a= 3 a 1S) the Blutzuckergehalt nach 
. oO 
ae a 3 i) Si oN MS Zuckerzufuhr (%) 
32 = H G:0 3 4s Bice (Korpertemperatur C) 
a ¢ SeMsS a Pi B0 en 
i) Ooax  Q o hw - 
ee) = - | ee eee, ee cle (ea fo be 
35 & |sewg] &? | es Sie sig Die ie iS 
eal aie aM A wR <A RQ 2 
ae x qi oy a a) 
1) 26. VII.) 0.081 3 0.113] 0.107} 0.097 | 0.083 
VIIT 4, IX. 0.077 3 0.104] 0.106] 0.085} 0.088 
(9. Kg) Typhus 
AS EXS 0.077 Vaccin 3 0.139} 0.117] 0.100} 0.085] 0.081 
(39.4) 1 cem. (40.9) | (40.6) | (40.5) | (40.0) | (39.1) 
intray. 
2) 20. TX. 0.103 3 0.127] 0.133] 0.122] 0.127 
> (38.5) (38.5) (38.5) | (38.6) 
IV Typhus 
(11.95) | 24. TX. 0.093 Vacecin 3 0.144] 0.139] 0.118] 0.112] 0.123 
(38.9) 1 cem. (40.0) | (39.3) | (39.1) | (38.9) | (38.9) 
intrav. 
iy 1 toe 0.07 3 0.109] 0.107] 0.081] 0.078| 0.070 
3) (38.6) (38.3)] (38.2) 
. Typhus P) be 
WV 1OPTX. 0.074 Vacein 3 0.096] 0.096} 0.095] 0.072} 0.075 
(11.2) (38.5) 2 cem. (38.9) | (39.1) ] (39.3) | (39.4)} (89.3) 
intrav. 
Typhus 
Dein eke 0.077 Vaccin 3 0.116} 0.084] 0.080} 0.072} 0.075 
(38.5) 4 cem. (39.1) | (39.2)} (39.8) | (39.7) | (89.4) 
intrav. 
4) EEX 0.089 4 0.088} 0.101] 0.097] 0.099] 0.087 
(39.1) (38.9)} (39.1) | (39.1) | (39.8) ] (89.2) 
< 
Ona Beale 0.089 4 0.083 | 0.104] 0.085 | 0.095 
aa (39.1) (39.1) | (39.4) | (39.2) | (39.3) 
Shiga- 
14. XT. 0.104 Vaccin 4 0.137 | 0.119 
(37.8) 1 cem. (39.0) | (39.0) 
intrav. 
) 23.1. 0,107 3 0.135] 0.112] 0.115] 0.108] 0.090 
5 1927 
XII Tetra- 
< hydro-B- 
(10. Kg)} 24. T. 0.093 |Naphthyl- 3 0.162] 0.149] 0.143] 0.187] 0.119 
1927 (38 9) amin (41,6) | (41.5) (40.6) | (40.1) 
incem: 
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fihigkeit durch die oben genannten Substanzen beeinflusst wird. 
Dazu habe ich den in normaler Weise kohlehydratreich genahrten 
Hunden pro Kilo Kérpergewicht 3-4 g Glukose in 200 cem Wasser 
gelést mittells des Gummischlauches direkt in den Magen ein- 
gefiihrt tnd dann den Blutzuckergehalt halbstiindlich zwei resp. 
drei Stunden lang mit Bangscher Methode bestimmt, um in 
anderer Reihe den WHinfluss der pyrogenen Stoffe auf diese 
alimentaire Hyperglykaimie zu untersuchen, indem hier der Zucker 
erst dem Fieberanstieg von tiber 1°C verabreicht wurde. Die 
einzelnen Daten sind in der Tabelle I. angegeben. } 

Aus der Tabelle kann man ersehen, dass die Hyperglykamie 
bei Versuchen mit Fiebersteigerung als Regel in gewissem Masse 
stirker zustande kam, als bei den Kontrollversuchen. 


II. Untersuchungen am Hunde mit Evweiss-Fett-Diat. 


Die Schaddigung der Zuckerassimilation durch pyrogene Sub- 
stanzen war bei den vorangehenden Versuchen relativ gering- 
gradig, obwohl sie unverkennbar in Erscheinung trat. Da Prof. 
Sakaguchi aus ausseren Griinden vermutete, dass die Empfindlich- 
keit des Organismus gegen pyrogene Stoffe durch die Ernahrungs- 
weise beeinflusst werden wiirde, so habe ich die im vorigen Kapitel 
erwahnten Versuche nochmals an mit Hiweiss-Fett-Kost genihrten 
Tieren ausgefiihrt. 

Weil Kageura (1924) in unserer Klinik feststellte, dass 
zwei Tage lang fortgesetzte Eiweiss-Fett-Kost die Assimilations- 
kraft des gesunden Hundes fiir Kohlehydrate deutlich herabsetzt, 
habe ich zuerst unter dieser Bedingung die Assimilationsfahigkeit 
der Versuchstiere bestimmt, indem ich 3 g Traubenzucker pro Kilo 
Korpergewicht in den Magen einfiihrte. Nachdem die Zuckeras- 
similationskraft der Tiere nach den darauf folgenden kohle- 
hydratreichen Tagen wieder in normalen Zustand zuriickgekehrt 
war, habe ich die Versuche unter dem Gebrauch von pyrogenem 
Typhusvacein wiederholt. 


ia | 
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TABELLE IT. 
~ 4 ap ms ; 
S| Cie tee a= Blutzuckergehalt nach 
= 3 a S AS 45] S = me Zuckerzufuhr (%) 
2 ©, Se |e53 Be e ae 5 om (K6érpertemperatur C) 
Be) Ga leseueeee) ge io 
hy = SPECS Bas] oe sisi Eis J 
Pine a S° 5 8] POR | 3:6 = Zz a se Zo 
ian) ib =~ a a a on 
16. VI. : 
Hiweiss- 0.090 3 0.153 | 0.137] 0.158 | 0.142 0.082 
; Fett- (38.8) | (38.6) 
Diat 
(0.0 Ke) | 46, wi 
Eiweiss- 0,098 1 ecm. 3 0.176 | 0.237| 0.207} 0.160] 0.112 
Fett- (39.7) (40.3) | (40.5) | (40.5) | (40.3) 
Dist 
LEVI. 
Hiweiss- | 0.094 5} 0.125 0.121) 6.105} 0.109 
Fett- | (39.1) (39.2) 
qr Diiit 
(10 Kg)| 96, vr. ; 
Eiweiss- | 0.117 1 cem. 3 0.263] 0.240] 0.171] 0.196] 0.168 
oe (39.3) (40.9) | (40.4) | (41.0) | (40.4) 
Lat 


Wenn man die hier am kohlehydratarm genadhrten Tiere 
ermittelten Untersuchungsresultate mit der Tabelle I. (Versuche 
am kohlehydratreich genahrten Tiere) in Vergleich stellt, so wird 
man finden, dass die Stérung der Zuckerassimilation durch 
pyrogene Substanz beim ersteren unverkennbar deutlicher in die 
Erscheinung tritt als bei dem letzteren. 


B) GtLyYKOGENBILDUNG IN DER LEBER DES FIEBERNDEN TIERES. 
Bei diesen Untersuchungen ging ich so vor, dass das aus der 
Carotis des Versuchstieres zum Verbluten gelassene Blut in einem 
Gefiss gesammelt, und mit einer frisch dargestellten glukosereichen 
Barrenscheenschen Lisung vermischt wurde, um die inzwischen 
herausgeschnittene Leber damit durchstrémen zu lassen. Vor der 
Durehblutung wurde ein Leberlippchen zur Kontrollbestimmung 


des Glykogengehaltes abgetragen. 
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Der iibrige Leberteil wurde bei 38°--40°C. 15 Minuten lang 
nach Yamakawa durchblutet. Dann wurde der Glykogengehalt 
der so behandelten Leber wieder bestimmt. Zur Glykogenbestim- 
mung wurde hier die Mori-Iwasakische Methode angewandt. 
Bevor ich zu den eigentlichen Versuchen am fiebernden Tiere 
iiberging, stellte ich zuerst als Kontrolle einige Versuche am 
gesunden Hunde an. Die Resultate der letzteren sind in der 
Tabelle III. wiedergegeben. 


TABELLE III. 


= H Gives c P 
22 se 3 48 So Glykogen der Leber 
ee fF ae iS Sy B ‘s © Zunahme 
PM s| = | Be eS 
a : rob) 
ale) £ 6H! % | (2) | (e) | % 
so EN Tor 235 | 7.9 | 18.56 
(15.1 Kg) | 28. IIT.| 39.2°C | der Durch- 24,0 | 129.0 
nach) Plutung | 665 | 6.4 | 42.56 
Xx ie vey 
vor : 285 3.0 8.59 
(13.3 Kg) | 22. I11.| 38.6°C | der Durch- 8.19| 95.7 


nach’ Piutung | 699 | 27 | 16.74 


durchschnittliche 920 
Zunahme 112.3% 


Wie die Tabelle zeigt, war die Glykogenzunahme bei meinen 
Versuchen an zwei normalen Hunden 129 und 95.7%, im Mittel 
112.3%. Hier sei erwahnt, dass Kageura (1924) in unserem 
Laboratorium unter gleichen Bedingungen eine Zunahme yon 
97-192% mit einem Durchschnittswert von 128%, und neulich 
Iwasawa (1927) auch in hiesiger Klinik eine Steigerung von 
91-128%, durchschnittlich 111%, beobachtete. Weil die Befunde 
dieser Autoren mit den meinigen gut iibereinstimmten, so hielt 
ich es fiir zwecklos, meine Kontrollversuche weiter auf breiterer 
Basis auszuftihren. ) 

Bei dieser Sachlage kann man m.H. ganz ruhig annehmen, 
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dass die Glykogenzunahme der Leber unter den vorliegenden 
Bedingungen beim normalen Hunde um 110-120% mit einer 
Variationsbreite von 95 bis 190% betrigt. 

Nun wurde derselbe Versuch zunachst am fiebernden Hunde 
wiederholt, nachdem die Kérpertemperatur des Tieres durch sub- 
cutane oder intravenése Zufuhr von Dysenterie (Shigabacillen)- 
oder Typhus-Vaccin resp. Tetrahydro-6-Naphthylamin 1°-4°.4C. 
angestiegen war. 

Die einzelnen Daten sind in der Tabelle IV. verzeichnet. 

Wie aus der Tabelle leicht ersichtlich ist, war die Steigerung 
des Leberglykogengehaltes bei fiebernden Tieren im allgemeinen 
auffallend geringfiigig. Unter zehn Versuchen wurde die Zunahme 
nur zweimal—im ersten und vierten Versuche (Hunde Nr. 3 und 
Nr. 7)—kaum normal gross (80.3% und 93.1%) gefunden; in allen 
librigen Fallen war sie kleiner, sodass sie unterhalb von 68.9% 
blieb, ja sogar in den letzten zwei Fallen eine Abnahme von 19.2% 
und 57.7% beobachtet wurde. 

Hier sei bemerkt, dass die Glykogenbildung der Leber bei 
meinen Versuchen durch Tetrahydro-f-Naphthylamin  starker 
gestort war als durch Vaccine. Sie ist hdchst wahrscheinlich auf 
die periphere sympathisch erregende Wirkung des Tetrahydro- 
6-Naphthylamins zurtickzufthren, die nach dem Ausschneiden der 
Leber noch weiter wirkt. Durch diese Versuche wurde es direkt 
bewiesen, dass die Glykogenbildung der Leber beim fiebernden 
Tiere deutlich herabgesetzt ist, und dass diese Herabsetzung auf die 
Insuffizienz der Funktion der Leberzellen selbst zurtickzufiihren ist. 

Seit langem nimmt man an, dass die Glykogenolyse im Fieber- 
zustande durch die zentrale sympathische Hrregung vom Zwi- 
schenhirn stirker ausgelést werde, wobei die Leber das Glykogen 
zu speichern nicht im Stande ist. 

Das kann wohl vorkommen. Aber wenigstens ist es aus 
meinen Versuchen klar, dass die Funktionsschwiche der Leber- 
zellen eine gross Rolle bei diesem Vorgang spielt. Es bliebe noch 
iibrig zu versuchen, die Leber des fiebernden Tieres mit dem 
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Blute des gesunden Tieres und umgekehrt zu durchbluten, was noch 
Genaueres ergeben konnte. 


Kurze ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Assimilationskraft fiir Zucker des normal genahrten 
Hundes wird bei einem durch Typhus- oder Dysenterie-Vaccin 
oder Tetrahydro-f-Naphthylamin erzeugten Fieber regelmassig in 
gewissem Grade gestort. 

2. Die Storung der Zuckerassimilation beim kiinstlich hervor- 
gerufenen Fieber tritt bei den mit Hiweiss-Fett-Kost gefiitterten 
Kohlehydratkarenzhunden unverkennbar deutlicher in die Er- 
scheinung als bei kohlehydratreich genahrten Tieren. 

3. Bei der Durchblutung der Leber mit einer glukosereichen 
Losung war die Glykogenbildung beim fiebernden Hunde 
auffallend kleiner als beim Normaltiere. Es fand sogar in zwei 
Fallen unter zehn eine Glykogenabnahme statt. 

Es sei mir erlaubt, auch an dieser Stelle den Herren. Prof. 
R. Inada und Prof. K. Sakaguchi fiir ihre Anregung und 
Leitung, sowie Herrn H. Iwasawa fiir seine freundliche Unter- 
stiitzung bei dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank auszusprechen. 
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EINFLUSS DES ERGOTAMINS AUF DIE ZUCKER- 
AUSSCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Von 


GENICHIRO EDA. 


(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Ryokichi Inada, 
Kaiserliche Universitét zu Tokio.) 


(Hingegangen am 2. Mai 1929.) 

Nach zahlreichen Untersuchungen in unserer Klinik (Naka- 
yama 1924, Shim 1925, Kawashima 1927, 1928, Eda 1927, 
Kawashima und Iwanaga 1928) ist es zweifellos, dass die 
Zuckerausscheidungsschwelle mit der Funktion des vegetativen 
Nervensystems in einem innigen Zusammenhang steht. Dabei 
haben zahlreiche Autoren gefunden, dass die Erhohung der 
Schwelle gewohnlich mit der Verschlimmerung der Zuckerassimila- 
tion parallel geht und soweit scheint es uns héchst wahrscheinlich, 
dass die Erregung des sympathischen Nervensystems eine Steige- 
rung des Schwellenwertes verursacht. Bekanntlch wirkt Ergo- 
tamin sympathicuslihmend und ausserdem noch hemmend auf viele 
Arten von Hyperglykamie wie alimentaire, Adrenalin-, Coffein-, 
Diuretin-, Pilocarpin-, Pikrotoxin-, Salz-hyperglykiimie und die- 
jenige durch Antipyretika (Hetenyi 1926, Grunke 1926, Pollak 
1927, Eda 1928). Bei solcher Sachlage diirfte es von Interesse 
sein, den Hinfluss der durch Ergotamin hervorgerufenen Sym- 
pathicuslihmung auf den Schwellenwert zu untersuchen. So habe 
ich auf Veranlassung und unter der Leitung von Prof. R. Inada 
und Prof. K. Sakaguchi mich mit dieser Frage beschaftigt. 

Wenn unsere Vermutung zutrifft, dass Sympathicotonie eine 
Erhohung des Schwellenwertes nach sich zieht, sollte Ergotamin 
auf ihn herabsetzend einwirken. Aber hier ist der Gedanke von 
vornherein naheliegend, dass diese Wirkung entsprechend den 
einwirkenden Umstiinden verschieden ausfallt, je nachdem die 
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Schwelle im betreffenden Falle normal liegt oder iibernormal 
erhoht ist. Weil der Organismus bestrebt ist, den normalen 
Zustand moeglichst aufrecht zu erhalten, so sollte die Ergotamin- 
wirkung hier stirker als dort in die Erscheinung treten, wie Anti- 
pyretica bei erhéhter Ko6rpertemperatur und Insulin bei gestei- 
gertem Blutzuckergehalt ihre spezifische Wirkung deutlich ent- 
falten, wahrend sie bei Organismen mit einem normalen oder sub- 
normalen Wert ganz vermisst oder nur in geringerem Grade beo- 
bachtet wird. Bei meinen Versuchen habe ich dementsprechend 
einmal an Diabetikern und ein anderes Mal an Hunden mit einer 
durch Hiweiss-Fett-Kost kiinstlich gesteigerten Zuckerausschei- 
dungsschwelle (Nakayama 1924) die Ergotaminwirkung unter- 
sucht. 


VERSUCHE AN DIABETIKERN. 


Zum Zwecke der Bestimmung der Zuckerausscheidungs- 
schwelle wurde dem Kranken soviel Kohlehydrat in der Form von 
gekochtem Reis mit zwei Hiihnereiern verabreicht, dass die Glyko- 
surie nur in Spuren auftrat. Der Blutzucker wurde dabei drei 
Stunden lang mit einem Intervall von einer halben bis einer 
Stunde mittels der Bangschen Mikromethode bestimmt und der 
Harn stiindlich auf den Zucker untersucht, damit der maximale 
Punkt der Blutzuckerkurve als der Schwellenwert geschatzt 
werden konnte. Bei meinen Untersuchungen kam es natiirlich 
haufig vor, dass die Glykosurie stark positiv oder ganz negativ 
ausfiel. Untersuchungsresultate, welche fiir die Schwellenbestim- 
mung nicht taugen, sind aber in allen Tabellen weggelassen. Bei 
Ergotaminversuchen wurde 0.3 bis 0.5 mg Ergotamin (Gynergen- 
Sandoz) 14 Stunde vor der Nahrungszufuhr oder auf zwei Male 
verteilt zum zweiten Mal 114 Stunde nach dem Essen subkutan 
injiziert. 

Fall 1. 8S. M. 52 jéihriger Mann. Diabetes mellitus. 


Wie aus der folgenden Tabelle ersichtlich ist, zeigen die Untersuchungen 
am 26. und 28. Juli wie am 1. August, dass der Schwellenwert des Kranken 
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0.13%, also niedriger als gewdhnlich ist. Bei Ergotaminversuchen findet man 
die alimentaire Hyperglykamie trotz der leichten Vergrésserung der Kohle- 
hydratzufuhr etwas geringer als in Kontrollversuchen, und der Schwellenwert 


betrug hier 0.12%. 


TABELLE I. 
Datum | XH- | Ergo- Blutzucker mg% (Harnzucker) Schwellen- 
1927 Zufuhr| tamin wert 
g mg vor |1%Std.| 1 1% 2 3 % 
26. VII 54 112 115 120 128 118 ili is) 
©) (—) (Spur) (—) ea 0 13 
28. VII “5 104 125: 136 119 108 109 eg 
(—) ©) (Spur)} (—) 
teVELE W260 0.3 104 123 120 125 113 110 0.12 
(Ge) () (Spur) Ge) 
§., ViLEL 54 105 132 127 115 103 105 0.13 
(=) (Spur) (Spur)} (—) 
6. VIIL 60 0.5 99 118 122 120 101 107 0.12 
(=) (=) | (Spur)} (—) 


Gli Ba Eh 8S jahriger Mann. Diabetes mellitus. 


Im vorliegenden Fall betrug der Schwellenwert in Kontroll- wie in Ergo- 
taminversuchen immer ea. 0.15%. Hier wurde die Schwelle durch Ergotamin 
demnach gar nicht beeinflusst, obwohl die alimentaire Hyperglykimie unver- 
kennbar dadurch unterdriickt war. (Tabelle II.) 


TABELLE II. 
Datum | KH eee Blutzucker mg (Harnzucker) Rebwaliee 
1927 ea iy 4 cs wer 
mg vor | gig. 1 1% 2 5 4 ie) 
Se VILE |) 24 TSS eds le tooe |e Lod. 165 160 135 
Ste) (—) (Spur)} (0.35) |(Spur) ea, 0.15 
4’ VIII | 20 POT VI ALO LS 142 124 ede d 
) (3) ie) 
6. VIII | 24 0.5 POEL One P20 |S: 107 161 126 0.15 
(—) (=) (—) |(Spur)} (—) 
S VILL | 30 i 196 |} 1265-119 | 114 a IPAL 162 129 | unter 0.16 
(=) ee) (—) | (0.45) |(Spur) fe 
fa COND Bh p24" 128 | 145 | 150 | 153 150 139 0.15 
(=) (=) (Spur)} (—) 
Pee ViILL|* 33 0.5 131} 125 | 120°| 126 131 157 121 0.15 
(=) (42) (—) |(Spur)} (—) 


16 G. Eda: 


Fall 3. G. 8. 62 jahriger Mann. Diabetes mellitus mit 
arteriosklerotischer Schrumpfniere. 


Bei diesem Kranken wurde der Schwellenwert bei Ergotaminversuchen 
etwas niedriger (0.17%) gefunden, als bei Kontrollversuchen (0.19%), wobei 
auch die alimentaire Hyperglykimie dementsprechend durch das Gift unter- 
driickt wurde. (Tabelle ITT.) 


TABELLE III. 


Ergo- Blutzucker mg% (Harnzucker) Schwellen- 
aioe KH tamin. if, wert 
FS g mg | vor z! 1 /1% 2 3 4 % 
Std. 

19. 1X 41 O7 156 | 188.) 277 ny 93 ea. 0.19 
a) Ge (Spur)) (—) 

Pa IDS 50 0.5 93 | 121 | 1383 | 177 144 108 0.17 
) (~) (Spur)}| (—) 

24. 1X 51 - 100: |.223 | 126;). 153 174 121 0.17 
() (=) (—) |(Spur)} (—) 

PAU, IDS 50 93 ; 170 | 194 | 169 167 95 0.19 
(=) ) CSpun))| aC) 


Fall 4 8S. F. 89 jahriger Mann. Leichter Diabetiker. 
mit einer niedrigen Zuckerausscheidungsschwelle. 

Hier wirkte das Ergotamin auf die alimentaire Hyperglykamie ein wenig 
unterdriickend, sodass die Toleranz gegen Kohlehydrate dadurch etwas erhoht 
wurde. Der Schwellenwert wurde indessen hier durch das Gift gar nicht be- 
einflusst. Es sei hierbei bemerkt, dass die Zuckerausscheidungsschwelle des 
Kranken (0.12-0.13%) niedriger als gewdhnlich war. (Tabelle IV). 


TABELLE IV. 


Datum | KH eee Blutzucker mg% (Harnzucker) Schwellen- 
1927 Bs tamin wert 
= mg vor |%Std.| 1 1% 2 3 % 

Bs 21 95 107 124 105 98 91 0.12 
orn Ben) soe (—-) (Spur)} (—) 

‘5s OX 30 0.5. 90 88 100 136 125 87 0.18 
iris | eae {<) (Spur)} (=) 

y geteilt) 

6. X 30 0.5 95 99 108 126 120 91 0.12 
ce) (ce) (Spur)} (—) 

10. Xx 21 87 95 123 132 118 105 0.13 
(=) (—) (Spur)} (—) 


> eer 
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Fall 5. S. T. 39 jdhriger Mann. Diabetes mellitus. 


Der Schwellenwert des Kranken war im gewéhnlichen Zustande 0.16-0.17% 
und bei Ergotaminyversuchen etwa 0.15%. Weil bei allen Versuchen die gleiche 
Kost verabreicht wurde, so ergiebt sich, dass die alimentiire Hyperglykiimie 
hier genau so stark wie die Schwelle durch das Gift beeinflusst wurde. 
(Tabelle V.) 


TABELLE V. 


Datum | KH | Ere Blutzucker mg% (Harnzucker) Schwellen- 
1997 g tamin wor es . a ; wert 
MSP KOEN Gia |. che jot Vy 2 3 4 % 
PAE 24 TASH 127 W160. 271: 143 100 0.17 
(=) (=) (Spur)} (—) 
2 24 105 |) 113°) 143 |) 166 151 121 0.16 
(=e) Com (Spur)} (—) 
ffeoSie 24 0.5 109 | 118 | 123 | 154 | 105 108 
9, XI 24 x 110 | 108 | 119 | 128 149 141 | (—) ma 
(—) | (—) (Spur )| (Spur) 
1d ek 24 ACTA chew TE we) 173 147 (—) 
(—) (—) (Spur)|(Spur) Owl 
14, XT 24 105 | 128 | 146 | 167 160 130 (—) Pah 
(=) (>) | (Spur)|(Spur)) 


Fall 6. T. Y. 40 jihriger Mann. Diabetes mellitus. 


Das Ergotamin wirkte hier toleranzerhéhend, aber der Schwellenwert 
wurde dadurch nicht beeinflusst, sodass er bei Kontroll- wie Ergotamin- 
yersuchen stets 0.16-017% betrug. (Tabelle VI.) 


TABELLE VI. 


Datum KH Ergo- Blutzucker mg% (Harnzucker) Sehwellen- 

1927 g tamin sk aT = wert 

me vor |14S8td. i | 1% 2 3 % 
inal 54 OOM ed Zo NES |e MGB SIG NIE abs: 

(—) ele (Spur) (—) 0.16 

8, XIT 54 98 131 146 | 169 143 | 119 phe 
(=) (=) | (Spur)! (—) 

USN 75 0.4 95 160 167 | 140 Tt | 145 0.16 
(—) (Spur) i(Spur)| (—) 

nh eG 0i 7 % 98 163 150 138 128 | 136 0.16 
(=); (Spur) 1 Ea ee) 

14, XII 54. 109) 1964 TAB sh 27H 9), 9150. |) 136 0.17 
c—) (>) (Spur); (—) 
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Fall 7. H. H. 50 jiéhriger Mann, Diabetes mellitus. 


In diesem Fall betrug der Schwellenwert im gewoéhnlichen Zustande 0.17% 
und bei Ergotaminzufuhr 0.15%. Die alimentiire Hyperglykiimie wurde durch 
das Gift ebenfalls etwas unterdriickt. 


TABELLE VII. 


«dda rere Ergo- Blutzucker mg% (Harnzucker) Senet 
1927 g amin ‘ i, WoL 
mg | Vor | gq. 1 |1% 2 3 4 J 
OSeXGlah 75 99 | 1384 | 166 | 135 114 96 
(=) (=) (Spur)}| (—) 0.17 
jhil, Ue 75 108 | 145 | 170 | 158 141 103 : 
G) (=) (Spur)) (—) 
12. XIL 90 0.4 Oey lh alalih |p ys 95 135 156 123 
UB, 2101 90 0.4 100 | 100 | 106 | 138 154 UB 115 
(—) (=) (—) |(Spur)} (—) 
Tee, DEVIL 75 LOS VIDS a ALT) SBo0) 151 90 0.17 
(=) (=) (Spur)} (—) 


Fau sg. T.Y. 45 jihriger Mann. Diabetes mellitus. 


Tlier wirkte das Ergotamin auf die Toleranz fiir Kohlehydrate erhéhend, 
ohne den Schwellenwert herabzusetzen. Der letztere blieb stets 0.16-0.17%. 


TABELLE VIII. 


Datum | Ki Ergo- Blutzucker mg% (Harnzucker) ‘Schwellen- 
1997 ifs tamin TY, ; ; k © wert 
= mg vor | aig. 1 1% 2 3 | 4 % 
10. XII Bill 12S 13 Sa Os eaas 161 139 | 0.17 
(—) (—) (Spur)} (—) | 
il, AO 51 104 | 152 | 163 | 166 150 146 | 0.16 
) (=) (Spur)| (—) | 
14. XII 72 0.5 Nala OR eer |) GISY0) 175 150 | 0.17 
(>) (=) (—)s Spur) iG) is} 
5 72 a5 103 | 105 | 126 | 156 167 154 | 0.16 
ies) = (—) (Spur) (-) | 
ANA oe t D4. 113°) 185 |) 143.) 160 158 121 | 0.16 
e) (>) (Spur)|(Spur)} (—) 


Um den Einfluss des Ergotamins auf die Zuckerausscheidungs- 
schwelle des Diabetikers leicht ersehen zu lassen, habe ich meine 
Untersuchungsresultate in Tabelle LX zusammengestellt. 
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TABELLE IX. 


Zuckerausscheidungsschwelle beim Erniedrigung der 
Fall Schwelle durch 
: Kontrollversuch Ergotaminversuch Ergotamin 
% 0 % 
i 0.13 0.12 0.01 
2 0.15 — 0.15 0.00 
3 0.19 0.17 0.02 
4 0.12—0.13 0.12—0.13 0.00 
5 0.16—0.17 0.15 0.01—0.02 
6 0.16—0.17 0.16 0.00—0.01 
7 Ug ca 0.15 0.02 
0.16—0.17 0.16—0.17 0.00 


Wie die Tabelle zeigt, hat das Ergotamin bei meinen Unter- 
suchungen den Schwellenwert gar nicht beeinflusst oder auf ihn 
leicht erniedrigend eingewirkt. - Hier sei betont, dass die Schwelle 
in keinem einzigen Fall durch Ergotamin erhoht wurde. 


VERSUCH AM KOHLEHYDRATARM GENAHRTEN HUunNpDrE. 


Wie oben erwahnt, wirkt das Ergotamin auf den Schwellen- 
wert des Diabetikers hiufig herabsetzend. Aber die Hrniedrigung 
der Schwelle ist sehr gering und oft wird sie sogar ganz vermisst. 
Weil es mir nicht ausgeschlossen schien, dass das Gift seine Wir- 
kung ausgepragter entfalten wiirde, wenn die Untersuchung bei 
abnorm erhdhtem Schwellenwert ausgefiihrt wird, so habe ich den 
Versuch am kohlehydratarm genidhrten Hunde wiederholt. Dass 
die Zuckerassimillationskraft des Hundes durch die einige 
Tage lang fortgesetzte Hiweiss-Fett-Kost deutlich herabgesetzt 
wird, wurde in unserer Klinik von Kageura (1922, 1923) fest- 
eestellt. Und dabei fand Nakayama (1924), dass der Schwellen- 
wert auch zugleich ansteigt. Nun ging ich bei meinen Untersuch- 
ungen so vor, dass ich dem Versuchstiere so viel 830% ige Trauben- 
zuckerlosune dureh den Gummischlauch in den Magen einfiihrte, 
dass dadureh eine leichte Glykosurie hervorgerufen wurde. Der 
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Blutzuckergehalt wurde anfinelich halbstiindlich, dann stiindlich 
3 bis 4 Stunden lang bestimmt, wahrend der Harn dabei stiindlich 
auf Zueker untersucht wurde. Nachdem der normale Wert der 
Zuckerausscheidungsschwelle des Hundes auf diese Weise ermittelt 
war, habe ich vorerst dem Tiere zwei Tage lang Eiweiss-Fett-Kost 
gegeben und dann an den folgenden Tagen mit oder ohne Ergo- 
taminzufuhr wiederholt den Schwellenwert bestimmt, wahrend das 
Tier bis zum Ende des Versuches ausschliesslich mit fettreichem 
Rindfleisch gefiittert wurde. Beim Ergotaminversuche wurde 
0.25meg Gift 14 Stunde vor der Zuckerzufuhr subkutan injiziert. 
Nicht selten kam es vor, dass diese Giftdose schon als Neben- 
erscheinung Erbrechen veranlasste, was selbstverstandhch das 
Untersuchungsresultat trtibte. In solehem Fall wurde die Unter- 
suchung unterbrochen. Weil bekanntlich die Empfindlichkeit der 
Tiere gegen Ergotamin individuell sehr verschieden ist, so habe 
ich die zu empfindlichen Tiere aus meinem Untersuchunesmaterial 
weggelassen. 


Versuch 1. Hund-Nr. 1. Korpergewicht 9.5 Kg. 


Wie die Tahbelle X zeigt, war der normale Schwellenwert des Hundes 0.13%. 
Er stieg bei Hiweiss-Fett-Kost unter deutlicher Verschlimmerung der Zucker- 
assimilation bis auf ca. 0.18-0.19%, wiihrend er bei Ergotaminyersuch als 
0.17% geschatzt werden musste. Dieser Versuch, bei welehem in der Eiweiss- 
Fett-Kostperiode zur Bestimmung des Schwellenwertes tiglich etwa 30¢ 
Traubenzucker gegeben wurde, beweist, dass die tigliche Zufuhr dieser Menge 
Zucker den Einfluss der Hiweissfettkost auf den Schwellenwert wie auf die 
Zuckerassimilation nicht beseitigt. Dieselbe Erscheinung wurde in allen 
folgenden Versuchen heobachtet. 


Versuch 2. Hund-Nr. 2. 11.0 kg. 

Bei diesem Hunde war der normale Schwellenwert 0.12%. Am dritten 
Eiweiss-Fett-Tage stieg er auf 0.16% und am fiinften ungefiihr auf 0.19%, 
wahrend er bei Ergotaminyersuchen 0.13 resp. 0.12% betrug. Weil die Zucker- 
zufuhr innner ganz gleich gehalten wurde, so ging, wie man aus der Tabelle XT 
ersehen kann, die Stérung der Assimilationskraft ftir Zucker vollstindig: 
parallel mit der Steigerung der Schwelle, 


Versuch 8. Hund-Nr, 3, 11.5 kg. 


‘a ae 
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$ 
TABELLE X. 

. Blutzucker mg% (Harnzucker) Zucker- 
Tatar. Zucker-| Hrgo- ausschei- 
yoog | Zufubr| tamin dungs- 
= g mg oe yo 1 5 schwelle 

vor | gig. 1 1% 2 3 4 % 
4. V1 30 85 | 116 128 110 92 70 
(—) (Spur) (Spur)}| (—) | 
8. VI Ae 71 | 140 130 | 64 63 63 0.13 
(), (Spur) (0:37) ) ; 
Pie bn foul) £23 83 82 80 70 
| (=) (—) (Spur)| (—) 
vom 11.VI. an Hiweiss-Fett-KKost gegeben 
13S VE 30 | 68 | 169 186 114 fies 67 0.18. 
| (—) | (Spur) (Spur)!} (—) 
14. VI | 33 0.20 oa Lae 147 150 122 63 tiber 0.15 
1 (=) | CG) (eel (eS) 
15. VE “30 | 78 | 112 187 205 168 100 70 | ein wenig 
(—) (Spur) (0.84) |(Spur) (—) | unter 0.20 
| | (ca.0.19?) 
16. VI 45, Oa ey 123.4 2163 170 121 90 | 
| (==), (==) (Spur) (Spur)| ©) 0.17 
TABELLE XI. 

Blutzucker mg% (Harnzucker) Zucker- 
atm, Zucker-| Ergo- | ausschei- 
1928 Zutuhr| tamin — | dungs- 

a g mg Daly: : / P : schwelle 
Vor | a¢q. 1 1% 2 3 4 % 
5. V1 | 30 | 66 | 107 Se ta 04 71 | 68 
() (Spur) (Spur)|(Spur)| (—) | 0.12 
8. VI 2 be i698 131 120 85 76 70 ol 
| (—) | \(Spur) (0.35) |(Spur)| (—) 
vom 11.VI. an Hiweiss-Fett-KKost gegeben 
i gl 30 a 72 | 118 163 120 68 65 0.16 
(—) (—) (Spur)}| (—) 
14. VI 5 0:25 71 | 102 130 aia 100 80 (Oats 
(==) (Spur ) (Spur)}| (—) 
15. VI 9 76} 192 204 116 107 80 ; unter 0.20 
(—) (0.35) (0.37) |(Spur) (ea. 0.19) 
Lo. WL a4 0.25 69 | 119 90 104 97 72 0.12 
(=) (Spur) (Spur)} (—) 


Wie die Tabelle XII zeigt, betrug der normale Schwellenwert bei diesem 
Tiere 0.13% und er stieg bei kohlehydratarmer Kost deutlich an, sodass er am 
dritten Eiweiss-Fett-Tage 0.16% betrug. Die Tatsache, dass die Zuckerassimila- 
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TABELLE XII, 


aaaiar ¥) Pea sila Zucker- 
Taeer| Broo: Blutzucker mg% (Harnzucker ) bee: 
ee Zufuhr| tamin 7 see 
i @ mg | 32 \, 9 schwelle 
vor | oq. 1 1% 3 4 % 
Sy WAL 30 68 | 101 128 95 70 70 
(=) (Spur) (Spur)} (—) 0.13 
8. VI os 79 | 121 134 101 80 al | : 
(—) (Spur) (Spur)|(Spur)| (—) 
vom 16.VI. an Hiweiss-Fett-Kost gegeben | 
18. VI 30 15 \ 127 167 156 112 88 | 0.16 
(Gan) Ge) (Spur)|(Spur)} (—) | 
19. VI 42 0:25 78 84 118 158 152 123 unter 0,158 
(=) (=) (Spur)} (0.34) | (ea. 0.14 
oder 0.15) 
20. VI 30 80 | 173 192 167 96 12 unter 0.19 
(—) (0.50) (0.32) |(Spur) (ca. 0.17 
| oder 0.18) 
21.V1 42 0.25 77 87 | 153 | 186 | 51 100 ein wenig 
(—) (Spur) (0.54) | (0.33) unter 0.18 
(0.16 oder 
0 1°72) 


tionskraft am fiinften Hiweiss-Fett-Tage starker geschaidigt war, als an dem 
dritten und dass auch beim zweiten Ergotaminversuch die alimentaire Hyper- 
glykimie unter gleichen Bedingungen stirker ausfiel als beim ersten, lasst auf 
die Tendenz schliessen, dass die Stoérung der Assimilationskraft fiir Zucker 
wahrend der Hiweiss-Fett-Perioden trotz kleiner Kohlehyratzufuhr im Laufe 
der Tage sich allmihlich verstairkt. Da bei Versuchen an anderen Hunden die 
Erhohung des Schwellenwertes immer mit der Storung der Assimilationskraft 
fiir Zucker parallel ging, so ist es wohl méglich, dass diese beiden Faktoren auch 
in diesem Fall sich in gleicher Weise verhalten. Darauf deutet auch, dass der 
Schwellenwert beim Kontrollversuche am 18, Juni 0.16% und am 20. ein wenig 
unter 0.19% (ca. 0.17 oder 0.18%) betrug, wihrend er ebenfalls beim Ergo- 
taminversuch bei der ersten Untersuchung am 19. Juni als ein wenig unter 
0.158% (ca. 0.14 oder 0.15%) und bei der zweiten am 21. als ein wenig unter 
0.18% (ca. 0.16 oder 0.17%) geschiitzt wurde. Bei Versuchen in der Eiweiss- 
Fett-Periode, ausgenommen den dritten Tag, kam die Glykosurie etwas stiirker 
zustande, sodass man daraus nicht ohne weiteres die Schwelle sicher ermitteln 
konnte. Daher habe ich je nach der Stiirke der Glykosurie einen anniihernden 
Wert der Schwelle schiitzungsweise vermerkt, welcher in Klammern angegeben 
ist. Wenn man dessen eingedenk ist, dass die Schwelle im Laufe der Versuchs- 
periode etwas ansteigt, so wird man nicht verkennen, dass das Ergotamin auch 
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in diesem Falle auf den Schwellenwert in gewissem Masse herabsetzend cin- 
gewirkt hat. ee 
Hund-Nr. 4. 11ikg. 


Bei diesem Hunde war der Schwellenwert im normalen Zustande 0.12% 
und bei Kiweiss-Fett-Kost ca. 0.17%, wihrend er bei ETO MCL Te Ca. 
0.15% betrug. (siche Tabelle XIII). 


Versuch 4, 


TABELLE XITTI. 


Blutzucker Harnzucker 2 
acer Zucker-| Ergo- Rae etia/e A naaucke) ausschei- 
1928 Zufuhr| tamin dungs- 

- g mg ee : : schwelle 
ero ee ee pt % 

Li VE 30 GH 135 120 98 if 70 \ 
(—) (0.32) (Spur)} (—) 0.12 

19. VI 27 70 | 118 | 100 92 83 1B ee 
(=) (=) (Spur)| (—) 

vom 20.VI. an Eiweiss-Fett-Kost gegeben 

22.V 1 30 82-|-165 || 132 | 112 71 70 tiber 0.165 
) (=) yi, -) 

2a VL 45 0.25 77 | 102 |, 152 | 132) 96 86 0.15 
a) (=) (Spur) oe (C=) 

24, VI 30 FO |) Y784)" 152, | 113 96 ca. O17 
t=) (0.33) (Spur) oy 

2. VE 45 0.25 85 98 143 162 112 90 unter 0.16 
(—) (—) (Spur)| (0.36) (ea. 0.15) 

| 
Versuch 6. Hund-Nr. 5. 11.38kg. 


Da bei diesem 


Tiere die Glykosurie bei allen Versuchen nicht in Spuren, 


sondern etwas stirker gefunden wurde, so habe ich aus der Intensitiit der 
Glykosurie den Schwellenwert geschatzt, welcher in Klammern angegeben ist. 
Er ist im normalen~Zustande 0.12% und bei Hiweiss-Fett-Kost 0.17-0.19%, 
wihrend er bei Ergotaminversuchen 0,15-0.17% betrigt. Auch hier verschlim- 
merte sich die Zuckerassimilation im Laufe der Eiweiss-Fett-Periode, wobei der 
Schwellenwert die Neigung zeigte demzufolge auch etwas anzusteigen., (siche 
Tabelle XIV). 


TTund-Nr. 6. 


Bei diesem Versuchstiere hat Hiweiss-Fett-Kost auf die Zuckerassimila- 


Versuch 6. IS kg. 


tion wie auf den Schwellenwert keinen merkbaren Hinfluss ausgeiibt, so dass 


24. G. Eda: 


TABELLE XIV. 


ee : SHAW ACdene | Zucker- 
ae Pavekcor | incor | Blutzucker mg% (Harnzucker ) nsectien’ 
see Zutfuhr | tamin : = a aaa eae 
i g mg steel ie > | » | sehwelle 
2 & | yor Std. 1 1% 2 3 | % 
16. VI 30 82 142) 12 92 70 70 | unter 0.14 
(—) (0.41) (0.32) |(Spur)) (ea,-0.12) 
182 Vi1 oh 73 1308 eon LOL 92 | 76 | unter 0.13 
(=) (0.35) (Spur)} (—) | 
von 20.VI an Hiweiss-Fett-Kost gegeben 
22. VI 30 83 172 186 152 110 96 unter 0.18 
(—) (0.35) (0.35) |(Spur)| (ea. 0.17) 
VER NAL 45 0.25 70 112 158 163 F20 90 unter 0.16 
Ge) (CJ) (0.37) |(Spur) (ea. 0.15) 
24, VI 30 90 202 213 182 113 100 | unter 0.21 
(—) (0.37) (0.53) | (0.32) (ea. 0.19?) 
25, VI 45 0.25 82 121 189 178 115 86 unter 0.18 
(—) (0.42 (0.50) |(Spur), (ea. 0.17?) 


er stets 0.12-0.13% betrug. Ebensowenig hat das Hrgotamin auf die Schwelle 
herabsetzend eingewirkt, sodass sie auch hier denselben Wert (0.12%) zeigte. 
Da bei Ergotaminversuchen mehr Zucker gegeben wurde, und die alimentaire 
Hyperglykamie dennoch in gleicher Starke ausfiel wie bei den Kontrollver- 
suchen, so muss man annehmen, dass die Toleranz des Tieres fiir Kohlehydrat 
trots gleichbleibenden Schwellenwert durch das Gift etwas erhoht wurde 
(Siehe Tabelle XV). 


In Tabelle XVI habe ich meine Untersuchunegsresultate an den 
Versuchs-tieren iibersichtlich zusammengestellt. 

Bei meinen Untersuchungen konnte ich die Feststellung von 
Kageura und Nakayama bestiitigen, dass beim Hunde nach der 
einige Tage lang fortgesetzten Hiweiss-Fett-Kost die Zucker- 
assimilationskraft stark geschadigt wird, und dabei die Zuckeraus- 
scheidungsschwelle auch deutlich ansteigt. Ergotamin hat auf die 
alimentare Hyperglykimie wie auf den Schwellenwert herabsetzend 
eingewirkt, ohne dass die beiden, ausgenommen Versuch-Nr, 2, aut 
den normalen Wert zuriickgefiihrt werden. Bei solehem Befunde 
konnte man wohl annehmen, dass man durch geniigende Vergros- 
serung der Ergotamindosen den Schwellenwert und die alimentiire 
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TABELLE XV. 
| | Blutzucker ‘ Harnzucker Zucker- 
ee Zucker Brgo- utzucker mg% (Harnzucker) BNA Ss 
on. oe tamin ne dungs- 
. Zz | mg yor ae 1 1% 3) 2 4 eee 
| | ae es 7 
5.VI| 30. | 90 | 101 | 110 + 87| 70.1 ~ 70 
=) ers, (a eS) 
GV | §36 2) 135 130 173 81 72 0.12 
(=) (Spur) (0.34) | (Spur) ole 
9. VI De CW ial cel 102 99 82 68 
(=) (—) (Spur)! (—) 
vom 16.VI. un Eiweiss-Fett-Kost gegeben 
18. VI 30 80 | 146 140 127 Tis: 93 unter 0.14 
(—) (0.35) (Spur)| (Spur) (ca. 0.13) 
19. VI 45 0.25 GT le Lotiaies 995 100 102 92 0.12 
(—) (Spur) (0.33) |(Spur)} (—) 
20. VI 30 f2) |) LOL 133 100 90 80 unter 0.13 
(—) (Spur) (0.32) |(Spur)} (—)} (ca. 0.12) 
PA ek a 49 OL25 80 | 122 | - 191 87 101 90 0.12 
(=) (—} (Spur)) (—) 
TABELLE XVI. 
Zuckerausscheidungsschwelle % 
Versuchs- Fescere | 
Nr. Normal bei bei | Hrniedrigung 
Hiweiss-Fett-Kost) Ergotaminversuch) durch Ergotamin 
ay 0.13 0.19 OME 0.02 
eo 0.12 a) 0.16 0.13 0.03 
b) 0.19 0.12 0.07 
3 0.13 a) 0.16 0.14 oder 0.15 (.02—0.01 
“ b) 0.19 0.16 oder 0.17 | 0.03—0.02 
Bt 0.12 Oi 0.15 0.02 
5 0.12 a) Oy 0.15 0.02 
b) 0.19 0.17 0.02 
6 0.12 a) °0.13 0.12 0.01 
[ays Oa He? 0.12 0.00 
Hyperglykimie noch stirker herabsetzen kann. In der Praxis 


jedoch scheitert gewohnlich ein soleher Versuch, weil bei grosserer 
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Giftzufuhr sehr haufig Nebenerscheinungen, wie Hrbrechen u.a., 
vorkommen. 

Wihrend bei Versuchen an Zuckerkranken die Herabsetzung 
des Schwellenwertes durch Ergotamin haufig ganz vermisst wurde, 
wurde eine solche hier in allen den Fallen beobachtet, in welchen 
die Schwelle durch Hiweiss-Fett-Kost deutlich angestiegen’ war. 
Hine einzige Ausnahme stellt der Versuch Nr. 6 dar, bei welehem 
der Schwellenwert durch kohlehydratarme Kost gar nicht erhoht 
und ebensowenig durch Ergotamin beeinflusst wurde. Mein Unter- 
suchunesresultat an Zuckerkranken wie an kohlehydratarm genahr- 
ten Hunden macht es hochst wahrscheinlich, dass das Ergotamin 
auf den abnorm gesteigerten Schwellenwert starker herabsetzend 
witkt, als auf den normalen. Damit stimmt der Befund von 
Kawashima und Iwanaga (1928) tiberein, dass das Ergotamin 
den subnormalen Schwellenwert des vagotomierten Hundes gar 
nicht herabsetzt. 

Hier sei erwahnt, dass ich bei meinen Untersuchungen, beson- 
ders an Zuckerkranken, beobachtete, dass Ergotamin oft nur auf 
die alimentire Hyperglykamie, aber nicht auf den Schwellenwert 
herabsetzend eingewirkt hat. Bei Versuchen an Tieren mit einem 
abnorm gesteigerten Schwellenwert indes ging die Erniedrigung der 
Schwelle mit der der alimentiiren Hyperelykimie ungefahr parallel. 
Da Ergotamin auf die Magenentleerung verzogernd und auf die 
Darmschleimhaut animisierend wirkt (Pollak 1927), so muss man 
annehmen, dass die Unterdriickung der alimentiren Hyperglykiimie 
durch Ergotamin teils auf der Ausschaltung der sympathischen 
Erregung und teils auf der Verzigerung der Zuckerresorption 
beruht. Bei soleher Sachlage ist die Unterdriickung der alimen- 
taren Blutzuckersteigerune durch das Gift kein direkter Beweis 
daftir, dass der Sympathicotonus dementsprechend herabgesetzt 
ist. Ausserdem ist es auch von~vornherein denkbar, dass die 
sympathicuslihmende Wirkung des Ergotamins bei gesteigerter 
Sympathicotonie deutlicher in die Erscheinung tritt als bei der 
normalen oder subnormalen. Daraus, dass bei den Versuchen an 
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kohlehydratarm genihrten Hunden die Erniedrigung des Schwel- 
lenwertes mit der alimentiiren Hyperglykamie durch Ergotamin 
im grossen und ganzen parallel ging, und nur bei einem Hunde 
(Nr. 5.) mit einem normalen Schwellenwert eine isolierte Unter- 
druckung der alimentaren Blutzuckersteigerung beobachtet wurde, 
lasst sich vermuten, dass die durch Ergotamin hervorgerufene 
Herabsetzung der alimentiren Hyperglykimie bei unbeeinflusstem 
Schwellenwert nicht auf dem Nachlassen des Sympathicotonus, 
sondern vielleicht auf der Verzogerung der Zuckerresorption 
beruht. 


KurzeE ZUSAMMENFASSUNG. 

1. 0.8-0.5 mg Ergotamin beeinflussen den Schwellenwert des 
leichten oder mittelschweren Diabetikers gar nicht oder wirken 
darauf leicht erniedrigend. In keinem einzigen Fall wurde eine 
Erhohung des Schwellenwertes beobachtet. 

2. Die Angabe von Kageura, dass einige Tage lang fort- 
gesetzte Hiweiss-Fett-Kost die Zuckerassimilationskraft des Hundes 
in der Regel deutlich herabsetzt und diejenige von Nakayama, 
dass der Schwellenwert unter diesen Umstanden deutlich ansteiet, 
wurde von mir bestatigt. 

3. Bei Hunden, deren Schwellenwert durch Eiweiss-Fett-Kost 
deutlich erhoht war, wirkten 0.25 me Ergotamin ohne Ausnahme 
schwellenerniedrigend. In einem Falle jedoch, bei welechem der 
Schwellenwert durch kohlehydratarme Kost gar nicht erhoht war, 
blieb er auch nach der Ergotaminzufuhr unverandert. 

4. Ergotamin scheint auf den abnorm gesteigerten Schwellen- 
wert staker herabsetzend zu wirken, als auf den normalen. 

5. Die Unterdriickung der alimentaéren Hyperglykimie durch 
Ergotamin wurde auch in Fallen beobachtet, wo der Schwellenwert 
gar nicht beeinflusst wurde. Diese Dissoziation beruht wohl 
darauf, dass die Erniedrigung des Schwellenwertes wesentlich 
durch die Herabsetzung des Sympathicotonus, die durch Ergotamin 
hervorgerufene Erhohung der Toleranz fiir Kohlehydrat dagegen 
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teils durch die Ausschaltung der sympathischen Erregung und teils 
durch die Verzogerung der Zuckerresorption zustande kommt. 
Wenn der Sympathicotonus bei Ergotaminversuchen unverandert 
bleibt, so soll meines Erachtens nur die alimentare Hyperglykamie, 
aber nicht der Schwellenwert unterdriickt werden. 
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In the previous communication (Sugino, 1928), it was pointed 
out that the addition of protein to the glycocholate solution gives 
rise to a change in the surface tension of the latter. This effect is 
observed only when protein is present as cation in the solution. If 
the dissociation of protein as cation is suppressed by the increase 
of pH values, the surface tension of the solution shows the value 
which equals the result of the addition of surface tension of two 
component solutions. It was also shown that the less active surface 
tension of weak glycocholate solution, (1/1000 mol), became quite 
active on the addition of certain amount of protein, whereas, on the 
other hand, very active surface tension of a more strong solution, 
(1/100 mol), became less active on the presence of protein. The 
significant result obtained here is that in both cases the same value 
of surface tension is obtained, indicating that value as represent- 
ine the surface tension of protein elycocholate solution. 

In the following paragraphs, the effect of addition of proteins 
into the amylamine solution at various pH values on the surface 
activity is discussed. The amylamine is used as it represents quite 
a surface active substance and is easily soluble in water. The 
proteins added were protamine-sulphate and caseinogen. 


I. ‘THE SURFACE TENSION OF AMYLAMINE SOLUTION. 


The caleulated amount of isoamylamine (Kohlbaum) was dis- 
solved into a definite quantity of water to make a_ solution 
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of one mol. coneentration. 


tion at various pH value were prepared. 


The was used as a stock solution 
and from this three solutions of 1/1000, 1/100 and 1/10 mol. solu- 


Each solution of definite 


pH value was obtained by the addition of various amounts of either 


hydrochloric acid or sodium hydroxide. 


The surface tension of 


each of these solutions was determined at 25°C by the use of a 


stalagmometer. -The procedure remained the same as described in 
the previous report. 


TABLE I. 


The result is shown in table I and figure 1. 


Surface tension of amylamine solution of different concentration 
at various pH values. 


1/10 mol amylamine 


1/100 mol amylamine 


1/1000 mol amylamine 


solution solution solution 

pl Surface tension pil Surface tension pH Surface tension 

0.45 | 0.953 0.51 | 0,985 0.32 | 0.994 

1.07 0,960 0.87 0.987 1.01 . | 0,994 

2.62 0.958 1.06 *| 0.987 2.05 | 0.994 

5.10 0,955 1.41 0,990 2.90 0,994 

6,59 0,950 197 0.990 4.16 0,994 

9.35 0,892 2.29 | 0,993 5.29 0.994 
11.02 0.675 2.58 — | 0,992 7.386 | 0,994 
11.23 0.647 3.15 0,991 768. | 0,994 
11.60 0,631 3.32 0.991 Ose i 0,994 
11.71 0.628 3.70 0.990 10.21 | 0,995 
11.78 0.626 4.38 0,990 11.03 0.994 
11,82 0.624 - 7.30 | 0,990 11.22 | 0,994 
11.90 0,623 9.29 | 0,985 12.00. | 0.994 
11.99 0,619 9.88 0.972 12.50 | 0,994 
12.20 0.618 1122 | 0.915 12.61 | 0,994 
12,62 0.616 11.80 | 0.893 12.69 0,994 
13.04 0,608 12,53 | 0,894 1sa1) 0.994 
13.59 0,593 13,01 | 0,896 13.70 | 0,994 

13,40 | 0,892 | 
13.72 | 0,887 | 
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sells 


Surface activity of amylamine at various pH. 


Surface tension 


a 


As can be seen from the table and figure the surface tension 
of 1/1000 normal amylamine solution is almost inactive and does 
not change at varying pH values. At a higher concentration the 
surface activity increases with the concentration, especially when 
the pH value does not allow the existence of aminechloride over a 
certain limited amount. At pH 11.8 the surface activity seems to 
attain its maximum value in respective solutions. 


II. THE SURFACE TENSION OF A SOLUTION CONTAINING 
BOTH AMYLAMINE AND PROTAMINE. 


As already reported in a previous communication, the pro- 
tamine solution remains inactive at the concentration of 0.4 percent. 
In this experiment, protamine was added in various concentrations 
into 1/1000, 1/100, and 1/75 amylamine solution at pH 13.3. The 
result is shown in table IT and fig. 2. 
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TABLE II. 


Surface tension of a solution containing 1/75 mol., 1/100 mol. and 1/1000 mol. 
atnylamine and various amount of protamine at pH 13.3 


End Surface tension of the solution 
n 
concentration 
2 A 1/75 mol. 1/100 mol. | 1/1000 mol. : 
vis ria ne! amylamine+ | amylamine+ | amylamine+ ante 
e protamine protamine protamine y 
0 0.856 0.896 0.993 1.000 
1/320 0.862 0.895 0.990 0.997 
1/160 0.873 0.895 0.958 0.995 
1/ 80 0.882 0.895 0.942 0.995 
1/ 40 0.896 0.894 0.927 0.997 
1/ 20 0.896 0,895 0.902 0.997 
1/ 10 0.896 0.895 0.896 0.995 
Wf 0.895 0.895 0.896 0.995 
Hig, 2. 


Surface activity of the solution containing amylamine (1/75 mol., 1/100 mol., 
1/1000 mol.) and protamine at pH 13.3. 
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From the table and figure we can observe two following facts. 
1. 1/1000 mol. amylamine solution at pH 18.3 is almost sur- 
face inactive and becomes active upon the addition of protamine, 
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which itself is inactive. The surface activity increases with the 
concentration of protamine until the latter amounts to 0.1%, there- 
after the further addition of protamine remaining without any 
effect ; the maximum value is 0.895. 

2. 1/100 mol. amylamine, the surface activity of which coin- 
cides almost with that of above mentioned final value in the 
protamine+ 1/1000 mol amylamine solution, experiences no change 
in its surface tension on the addition of protamine in increasing 
amount. 

3. 1/75 mol. amylamine, the surface tension of which is much 
more active than the above mentioned value, shows a decrease in its 
surface activity on the addition of protamine and reaches the value 
0.896 at 0.25% protamine content. 

Further increase in protamine evokes no decrease in surface 
activity. These facts tell us very clearly that the surface tension 
of a solution containing amylamine and protamine is caused by the 
surface orientation of the compound protamine-amylamine. At pH 
13.3 where protamine exists as an anion, amylamine can combine 
with protamine and produce a compound with a certain definite 


TABLE III. 
Surface tension of a solution containing various amounts of protamine and 
1/100 mol. and 1/1000 mol. amylamine at pH=5. 


Surface tension of the solution 


End concentration 
of protamine (7) Pes eran eee Protamine only 
~ protamine protamine 
0 0.990 0.994 1.000 
1/320 0,992 0,995 0.995 
1/160 0,992 0.996 0.995 
1/ 80 0,994 0,996 0.995 
1/ 40 0.994 0.996 0.995 
1/ 20 0,994 0.996 0.995 
1/ 10 0,994 0.996 0.995 
1/5 0.994 0.996 0.995 


a ea aE EEE EEE SERED 
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surface activity. That this supposition is probable can be shown 
from the following experiment. When amylamine and protamine 
were mixed at pH 5, where protamine exists only as a cation and 
ean not combine with amylamine, no change in surface activity is 
observed. The solution containing 1/100 mol amylamine and pro- 
tamine of various concentration at pH 5, remains entirely inactive. 
This can be seen from table III and figure 3. 


Higaon 

Surface activity of the solution containing amylamine and protamine at pH 5. 
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III. THE SURFACE ACTIVITY OF A SOLUTION CONTAINING 1/1000 mol. 
AMYLAMINE AND 0.2% PROTAMINE AT VARIOUS 
H-10N CONCENTRATIONS. 


In the previous chapter, it is shown that in the solution, where 
protamine can exist as an anion, amylamine and protamine enter 
into a chemical conbination and produce a definite compound, which 
has a specific surface activity, while in the more acidic solution, 
where protamine exists almost entirely as cation, the substances do 
not form any definite chemical compound and the solution remains 
surface inactive. 

From this it follows that when the pH value of a solution con- 
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taining a protamine amylamine compound is less than a certain 
value the compound is completely dissociated, while when the pH of 
the solution is larger than a certain value, the combination occurs, 
which will become complete at a certain acidity. In the inter- 


TABLE LY. 


Surface tension of 0.2% protamine and 1/1000 mol. amylamine at 
various pH values. 


0.2% ee Le 1000 mol. 1/1000 mol. amylamine alone 

pH Surface tension pH Surface tension 
nT) 0.994 0,32 0.994 
2.65 0.994 1.01 0.994 
3.97 0.995 2.05 0.994 
4.75 0.995 2,90 0.994 
5.61 0.994 : 4.16 0,994 
5.96 0.993 2.29 0.994 
(Xe) 0.995 7.36 0.994 
8.32 0.995 7.62 0.994 
8.58 0.995 9.05 0.994 
9,02 0.994 10,21 0.995 
9.15 0.995 11.03 0.994 
9,32 0.995 11,22 0.994 
9,50 0.994 12.00 0.994 
9.99 0.987 12.50 0.994 

10.31 0.972 12,61 0.994 

11,29 0.944 12,69 0,994 

11.40 "0,988 13.31 0,994 

11,56 0.929 13.70 0.993 

12,23 0.908 

12.54 0.893 

12.65 0.895 

13.01 0.894 

13.35 0.894 

13.60 0.892 


38 R. Sugino: 


mediate position of acidity the quantity of amylamine and prota- 
mine entering into chemical combination varies, depending on the 
variation of the pH with a consequent variation in the surface 
activity. 

To follow the relation of this interdependence between the pH 
value of the solution and the combination grade of protamine 
amylamine compound, I have determined the surface tension of 
the solution containing 1/1000mol. amylamine and 0.2% pro- 
tamine at various pH values. The divergent value of the pH of 
the solution was made by the addition of various amounts of HCl 
and NaOH to the solution, and was measured either by quinhydrone 
electrode or by gas electrode. 

The results are shown in table IV and figure 4. 


Fig. 4. 


Surface activity of the solution containing 0.2% protamine and 1/1000 mol. 
amylamine at various pH. 
b0¢ 


90 


Surface tension 


X00 mot. amylamines 0.2% protamine 


> 


As can be seen from this curve the surface tension of the 
mixture does not differ from that of emylamine solution at the lower 
value of pH than pH =9.5, indicating that there exists no combina- 
tion between amylamine and protamine in these regions, while on 
the other hand the difference of surface tension between the mixture 
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TABLE V. 


Surface activity of 0.2% protamine and 1/1000 mol. amylamine 
at various pH values. 


pH 


1.75 
2.65 
3.97 
4.75 
5.61 
5.96 
7.90 
8.32 
8.58 
9.02 
9.15 
9.32 
9,50 
9.99 
10.31 
11,29 
11.40 
11.56 
12.23 
12,54 
12.65 
13.01 
3.39 


13.60 


Activity of mixture 

ma ag ee oe amylamine eaten 
0.006 0.006 1.00 0 
0.006 0.006 1.00 0 
0.005: 0.006 0.84 0 
0.005 0.006 0.84 0 
0.006 0.006 1,00 0 
0.007 0.006 1.06 0.01 
0.005 0.006 0.84 0 
0,005 0.006 0.84 0 
0.005 0.006 0.84 0 
0.006 0.006 1.00 0 
0.005 0.006 0.84 0 
0.005 0.006 0.84 0 
0.005 0,006 0.84 0 
0.013 0.006 2.13 0.12 
0.028 0.006 46.70 0.26 
0.056 0,006 93.40 0.53 
0.062 0.006 103.20 0.58 
0.071 0.006 118,20 0.67 
0.092 0.006 153.50 0.87 
0,107 0,006 178 1.00 
0,105 0.006 176 1.00 
0.106 0.006 Abe 1,00 
0,106 0,006 177 1.00 
0,108 0.006 180 1.01 


and amylamine solution, attains its maximum value at pH=12.5, 
indicating that amylamine and protamine fully combine with each 


other. 


At intermediate positions of pH the surface tension 


gradually varies with the change of pH value, corresponding to 
the degree of combination of two constituents. 
As we have considered in the previous paper (Sugino, 1928) 
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Fig. 5. 
The conbination degree of protamine amylamine at various pH. 


Combination degree. 


we can construct the dissociation recidual curve of amylamine- 
protamine compound from the values of surface tension of the 
mixture and that of amylamine at various pH by the following 
formula 

Aon, 

Here Aco,, denotes the lowering of surface tension of the mix- 
ture from that of water, and Ac, corresponding value of amylamine 

(See table V and curve 5). 

From this curve it may be reasonable to suppose that at pH 
lower than 9.5 the dissociation of protein as an acid is entirely 
inhibited ,while at pH 12.5 the protein can exist fully as an anion. 
The curve therefore may be taken as a dissociation curve of pro- 
tamine as an acid. The pH value corresponding to 0.5 dissocia- 
tion grade then may represent pKa of protamine, giving 107" 
for Ka. 


IV. THE ISOELECTRICAL POINT OF PROTAMINE. 


If we plot the dissociation curve of protamine as an acid 
obtained in the preceding section together with that as a base 
obtained in a previous report (Sugino, 1928) we get the curves 
shown in figure 6. The value of pH corresponding to the inter- 
secting point of these two curves pH =11.0 represents the isoelectric 
point of protamine. 
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Fig. 6. 


The combination degree of protamine glycocholate and amylamine 
protaminate at various pH. 
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Combination degree 


pH 


Suguru Miyake (1927), using the method of electrophorese, 
cbtained the value of the isoelectric point of protamine. Determina- 
tion os isoelectric point by means of electrophorese, however, seems 
difficult to give a true value, the place of the point differing 
according to the nature of electrolty present. 


V. THE SURFACE TENSION OF A SOLUTION CONTAINING 
BOTH AMYLAMINE AND CASEINOGEN. 


In the foregoing paragraphs we have seen that the surface 
tension of the amylamine solution at a larger pH than pH 12.5 
tends to get a definite value on the addition of protamine without 
regard to whether the amylamine had a larger or a lower surface 
tension, indicating that there exists a definite compound between 
amylamine and protamine, which has a definite surface activity. 
It was also shown that at a lower pH value than 9.5, there is no 
indication of the presence of amylamine-protamine compound. 

The same relation is also found when we replace protamine 
with caseinogen. This is quite obviously shown in the following 
two experiments performed at pH 13 and pH 3. 


A. Experiment at pH 13. 
Different from in the case with protamine caseinogen lowers 
the surface tension of water in its solution, the degree of lowering 
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TABLE VI. 


Surface tension of solution containing 1/50 mol. and 1/100 mol. 
amylamine and various amount of caseinogen at pH 13. 


=.” 


atenlin 


Surface tension of the solution 


End concentration 


ogee | a, ee 
caseinogen _ caseinogen 
0 0.755 0.894 1.000 
1/160 0.759 0.882 0.998 
1/ 80 0.764 0.871 0.983 
1/ 40 0.768 0.855 0.970 
1/ 20 : 0.783 0.843 0.950 
1/ 10 0.800 0.815 0.919 
Wf & 0.798 0.800 0.886 
Al! Bhs) 0.798 0.802 0.858 
ioe 


Surface activity of the solution containing amylamine and caseinogen at pH 13. 
0,70 
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> Concentration of caseinogen. 
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naturally increases with the concentration as is shown in a lowest 
curve of figure 7, and the corresponding values in table VI. 

When we add the easeinogen into 1/100 mol. amylamine solu- 
tion, the surface tension of which lies at 0.894, in an increasing 
amount the surface tension lowers at first with the increase of 
caseinogen. The degree of lowering becomes less and less, however, 
and finally tends to the value of 0.80. On the other hand when 
we add the caseinogen into 1/50 mol. amylamine, the surface ten- 
sion of which is 0.755, in an increasing amount the surface tension 
increases at first with the amount of caseinogen added. The degree 
of increasing becomes however less and less and finally tends to 
the value of 0.798. We get the same surface tension by adding 
easeinogen either to dilute amylamine with higher surface tension 
or to concentrated amylamine solution with lower surface tension. 

This indicates that there exists a certain definite compound of 
certain surface activity between amylamine and caseinogen. 

The result is shown in table VI and figure 7. 


TaBLE VII. 


Surface tension of solution containing 1/50 mol. and 1/100 mol. 
amylamine and various amount of caseinogen at pH 3. 


Surface tension of the solution 
bE eae /50 mol 1/100 mol : 
i Say ne eee amylamine + mae 
caseinogen caseinogen 
0 0.964 0.982 1,000 
1/160 0.917 0.933 0.992 
1/ 80 = 0.855 0.875 0.981 
1/ 40 0.823 0.837 0.925 
1/ 20 0.798 0.804 0.890 
1/ 10 0.776 0.788 0.878 
te 5 0.752 0.772 0.862 
1/ 2.5 0.734 0.749 0.847 
wn eee 
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B. Experiment at pH 38. 


The surface tension of mixture of amylamine and varying 
amount of caseinogen was determined in the solution at pH 3. As 
ean be seen in table VII and figure 8, however, there is no indica- 


Fig. 8. 
Surface activity of the solution containing amylamine and caseinogen at pH 3. 
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tion for the existence of amylamine-caseinogen compound. The sur- 
face activity of the mixture has only to be considered to show the 
additive character of that of constituent solution. The difference 
of lowering of surface tension of 1/50 mol. and 1/100 mol. 
amylamine solution with increasing amount of caseinogen is nearly 
equal to the difference of pure amylamine at corresponding con- 
centrations. 


SUMMARY. 

1. The surface tension of an amylamine solution is or is not 
influenced by the addition of a protein, according to the hydrogen 
ion concentration of the solution. 

2. Only at a H-ion concentration of the solution where a 
protein exists as anion does the presence of the protein influence 


the surface activity of the amylamine solution. The change of the 


=a 
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surface activity is caused by the combination of protein with 
amylamine and tends to get the same definite value, whether we 
manipulate with either lower or higher concentration of the amine. 
3. The isoelectric point of protamine lies at pH 11.0. 
I wish to express my indebtedness to Professor 8. Kakiuchi 
for his interest and advice throughout this investigation. 
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I. lyrropuctory. 


Although there have been various hypotheses put forward 
about the origin of the plasma proteins the conclusive evidence is 
still lacking. Berger (1922), in studying the change of dis- 
tribution of the blood proteins by injecting protein in rabbits, 
reached the conclusion that the increase is to be looked upon 
as the result of increased release of protein from the cell, and 
that an increase in globuline in the blood may be the result of 
an increased formation of the globuline in the eells. Recently, 
probably anticipating the site of production of the blood protein 
in muscle, liver and kidney, he studied the proteins contained in 
them, but so far no positive evidence has been obtained. 

Whipple and his co-workers (1918), studying the protein 
regeneration after plasma depletion or plasmapharesis, found that 
the reconstruction of plasma proteins was retarded greatly in the 
case of extreme liver lesion. 

As liver and muscle are rich in protein and may serve as 
the store-house of body proteins as many authors consider, it 
seems quite reasonable to consider that they may contribute a great 
deal to the production of plasma proteins. Dr. Komatsu (1927) 
in our laboratory found that the reduction of the albumine- 
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globuline ratio of the plasma proteins in hematoporphyrin rabbits 
was always accompanied by the change of ratio N:S in liver and 
muscle tissue, and put forward the hypothesis that liver and muscle 
might partake in the production of blood protein, the former 
losing more of its protein rich in sulphur, while the latter is 
deprived of more of its protein poor in it. But in his paper he 
left the relation between the nature of the protein which dis- 
appeared from the tissues and the nature of the blood proteins 
undiscussed, and this point needs further study. 

It seems to me logical to suppose that the deposition and 
depletion of protein in or from the tissue cells may be accompanied 
by a corresponding enzymic action. If, therefore, there are 
different enzymic actions for albumine and globuline noticeable, 
the study of the change in such enzymic activities under different 
conditions, where the amount of albumine and globuline of blood 
plasma varies in various ratios, may elucidate the relation of protein 
in tissues, such as liver and muscle, to the blood protein. With 
such an idea in mind, I examined the proteolytic activity of various 
organs against blood serum proteins and found, curiously enough, 
that body tissues, as will be seen below, may be divided into two 
groups—the one, which digests only the serum albumine and can 
not act on serum globuline,—and the other, which is able to peptise 
the blood globuline and is almost inactive against serum albumine. 
The change in such proteolytic activities of tissue under various 
conditions will be reported in the next successive communications. 

In this report the normal distribution of proteolytic activities 
in tissues will be discussed. 


II. EXPERIMENTAL PROCEDURE. 

Full grown, male, albino rabbits weighing 2500-3000 gm. were 
used throughout the experiments, and their blood vessels were well 
washed out by injecting physiological saline solution centripetal 
into Vena jugularis of the animal, the blood being drained off 
from the peripheral cut end of the vein. When the out-coming 
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fluid became colourless, their organs (Bone-marrow, kidney, liver, 
lung, muscle and spleen) were taken out and well ground with 
sea sand in a mortar and extracted with ten times their weight of 
physiological saline solution. The organ extracts, thus obtained, 
were well mixed with nine times their volume of blood serum of the 
same animal, and the mixtures were divided into a series of small 
test tubes in an amount of one ec. each, added with toluol and 
kept in the ineubator at 37°C for three weeks. At the end of 
each week, test tubes necessary for the determination were taken 
out of the ineubator and their albumine and globuline content 
was estimated by the methods described below. As the control 
experiment the decomposition of organ extracts under the same 
condition was examined. As in the main experiment, where the 
reaction of the mixture remained always at pH 7.4 by the buffering 
action of the serum present, the reaction in the experiment of 
organ extract alone was also carefully adjusted to pH 7.4. 


Method for the estimation of albumine and globuline. 


The amount of the total protein and albumine was estimated 
experimentally, while the globuline content was obtained by the 
subtraction of the albumine value from the total protein value. 

a) Total protein: one ec. of protein solution is diluted to 
10 ce. with the addition of 0.8% NaCl solution, and 2 ce. of this 
diluted solution are pipetted into each conical centrifuge tube, 
mixed with a definite amount of n/4 solution of acetic acid and 
saturated sclution of NaCl, and heated in a steam bath for twenty 
minutes. ‘The protein coagulant produced is then centrifugalized, 
washed with boiling water and again centrifugalized. The pre- 
cipitate is dissolved in one ee. of concentrated H2SOx., transferred 
to a large digestion test tube made of hard glass and kjeldahlized 
by Folin’s micro-method. 

b) <Albumine: Another one ce. of the solution is diluted to 
10 ee. and the globuline fraction is precipitated by the saturation 
of MeSO, by Van Slyke’s method, and the precipitate is filtered 
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off. Two ec. of this filtrate are treated by the same procedure 
as in the ease of total protein and the albumine content is thus 
determined. 


It. Reson 


I. Experiment. Proteolytic action of ecll-free organ extracts 
upon blood protein. 


That the organ extracts obtained simply by grinding the 
organ with sand and extracting with saline solution, though econ- 
taining much protein, had no proteolytic action, was first discovered. 
by Smith as early as 1894 and was ascertained by Levene and 
Dernby, who showed in 1918 that the filtered, cell free extracts 
of liver and spleen had no action upon gelatine and pepton, the 
decomposition of the protein appearing only after the addition of 
* cell suspension. 

Our experiments with various tissue extracts mentioned-above 
also remained inactive when the extracts were filtered many times 
through filter paper. The result obtained was shown in Table I. 

In the control experiment a series of 1.0 cc. of each organ 
extract was incubated and the protein content at the end of the Ist, 
2nd and 3rd week was examined. Some of the organ extracts in 
these experiments became cloudy and even the precipitation of 
protein took place. Owing to this event, the separate estimation 
of albumine and globuline in the control experiment became 
meaningless after one week, and so it was abandoned, only the 
change of total proteins being estimated. In this experiment, 
therefore, it occurred that the albumine from the organ extracts 
behaved itself as if it were globuline at the separation of protein 
fractions by MgSO,, and was estimated after one week as elubuline 
in serunrand extract mixture, but the apparent increase of globuline 
from this source was so small that it fell within the limits of 
experimental error, and so, in prosecuting the change in the amount 
of albumine and globuline of the serum, this error seemed to be 
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TABLE I, 


. The digestive activity of cell free organ extract upon blood proteins. 
(Amount of protein nitrogen in term of ec. of N/100 NaOH). 


Amount of protein present 


Organ Digestive mixture Nae of ee I IL lt 
Proteins 8 8) week | weeks | weeks 
: ec. Cc. ee. ee. 
Bone-Marrow Alb. 22.8 BOT 23.1 23.0 
0.1 ce. +, 
Bone- Serum 0.9 ce. Glob. 2.8 9.9 9.7 9.8 
marrow Hanae Alb. 0.2 e e ee 
‘ a be oC. Jems Pr) Pr 
(calewlated ) Glob. 0 
Spleen 0.1 ee. + Alb. 23.7 24.0 23.6 23.8 
Serum 0.9 ce. Glob. ies} 11.0 iu ball 11.0 
Spleen — ee | 
Spleen alone 0.1 ce.} Alb. 0 
(caleulated ) Glob. 0.1 0.11 0.11 0.11 
Lung 0.1 ee. + Alb. 24.8 24.9 94.8 24.8 
Serum 0.9 ce. Glob. 10.0 10.1 10.3 10.3 
Tang = - 
Lung alone 0.1 ce. Alb. 0.07 
(ealeulated) Glob. 0.13 0.2 0.19 0,19 
Liver 0.1 ee. + Alb. 28.1 28.8 28.3 28.3 
Serum 0.9 ce. Glob. 13.4 13.9 13.4 13.5 
Liver —_—_ | ____ 
Liver alone 0.1 ee. Alb. 0,18 2 
(caleulated) Glob. 0.41 0.56 0.58 0.58 
Kidney 0.1 ee. + Alb. 29.0 28.8 28.8 28.5 
Serum 0.9 ee. Glob. 13.4 13.9 13.4 18.6 
Kidney 
Kidney alene 0.1 ee. | Alb. 0.3 x 
(ealeulated ) Glob. 0.03 0.383 0.84 0.33 
Muscle 0.1 ee.+ Alb. 27.5 27.5 27.3 27.4 
Serum 0.99 ce. Glob. 19.0 18.7 18,9 18.9 
Musele = |——————____ 
Muscle alone 0.1 ¢c.| Alb. 0.09 . 
(caleulated) Glob. 0.13 0.23 0.23 0,23 
: Alb. 30.7 30.5 30.7 30.5 
Serum alone 1 ce. Glob. 19.2 19.0 19.3 19.1 
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Tas. IT. 
The digestive activity of organ paste upon blood proteins. 
(Amount of protein nitrogen in term of N/100 NaOH). 
Ammount of protein present 
Organ | Digestive mixture | Nature 
> of |Beginning e a ae Deerease 
Peete week | weeks) weeks 
ee, ce ce. ce. Ce. 
Liver 0.1 ¢e.+ Alb. 18.0 17.4 | 16.3 | 14.8 
Jey 9 0 
per as Glob. | 150 | 15.1 paaz | 148 [22 087%) 
Liver 
Liver alone 0.1 ce. Alb. 0.08 0 ) 
(caleulated) Glob. 0.57 0.63) 0.54] 0.54 
5 99.7 
Muscle 0.1 ce. + TD se eee eee ie (10%) 
Serum 0.9 ce. Glob. 15.6 ayer SMPTVN aye | MOV theo Nat 
Muscle 
Muscle alone 0.1 ee. Alb. pie w v : 
(ealeulated) Glob. 0.27 0.39] 0.39] 0.38 
Lung 0.1 ee. + Alb. 19.3 LORS LOD eae Ore: eee 
Serum 0.9 ce. Glob. 13 11.0 | 11.0 | 10.9 
Lung 
Lung alone 0.1 ce. au O00 y : 
(calculated) Glob. 0.16 0.2 0.20} 0.20 
Kidney Ou ec. + Alb. 19,1 18.5 ens 17.0 21 (11%) 
Serum 0.9 ce. Glob. 11.8 gy BT re Se leah | = 2 
Kidney ie 
Kidney alone 0.1 ee. Alb. 0.085 : : v 
(ealeulated ) Glob. 0.42 0.49} 0.48] 0.41 
Spleen 0.1 ee. + Alb. ae Pa eee AEE 2.9 (20%) 
Serum 0.9 ce. Glob. 14.1 OSG 212 ea lied 1 elaeteZec 
Spleen == = : 
Spleen alone 0.1 ¢e. Alb. 0 0 0 0 
(ealeulated ) Glob. 0.29 0.28} 0.26} 0.25 
Bone-Marrow Alb. * 14.5 14.4 | 14.0 | 14.3 
0. ee. + ‘ ° = Pe aleoeiln alatncgy) 
an Sanna oor Glob. i 18.2 16.4 oe 15.1 y 
MarTOW) Bone-Marrow Alb. 0.08 0 0 
(RAS Glob. | 0.17 | 0.23] 0.20] 0.19 
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almost negligible. In table I the value for 0.1 ce. of extract was 
given. 

This first experiment shows, just as was indicated by the 
former authors, that the cell free organ extracts have no appre- 
ciable proteolytic action upon blood proteins. 


II. Experiment. Proteolytic action of organ cell suspension 
upon blood protein. 

To examine whether the organ extracts containing cells have 
an¥ action upon blood protein, the turbid solution obtained by the 
percolation of the organ pastes through muslin was used in place 
of the clear extract of the former experiment, and under exactly 
similar conditions their proteolytic action upon blood protein was 
examined. The result was shown in Table II. 

Although in this experiment, just as in the former one, the 
albumine of the organ extract, and accordingly also that of the 
extract mixed in the serum, were more or less precipitated and 
calculated as if they were globuline; these amounts remained also 
within the limits of experimental error, the amount of decomposed 
albumine or globuline in the mixture of serum and extract being 
much larger in comparison with the decrease in the protein of the 
controls. Even though the apparent change of albumine- to 
elobuline was taken into account, we can perceive a very interest- 
ing fact from the result of this experiment that the albumine or 
elobuline of the serum was-decomposed differently by the enzymes 
of respective organs. Namely, enzyme contained in liver and kidney 
cells, decomposes. blood albumine, while that in muscle, bone 
marrow and spleen splits only blood globuline. In the lung, the 
enzyme which decomposes blood protein could not be demonstrated. 


CONSIDERATION. 
The above examination clearly indicates that liver and kidney 
decompose only serum albumine, while bone-marrow spleen and 
muscle hydrolyse serum globuline. The degree of activity per unit 
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volume of the tissue is in the order of liver, bone-marrow, spleen, 
kidney and muscle. When we consider, however, the size of these 
organs, the action of hydrolysing blood proteins seems to be 
localized mainly in liver and muscle, the former hydrolyzing the 
serum albumine, and the latter splitting off the serum globuline. 


SUMMARY. 


1. The cell free extract of liver, bone-marrow, spleen, kidney 
and muscle shows no hydrolyzing action upon the blood proteins. 

2. Most of the percolate of the organ paste hydrolyses either 
the serum albumine or serum globuline. Liver and kidney act 
only on serum albumine, while muscle, spleen and bone-marrow 
hydrolyse only serum globuline. 

3. The Lung shows seacely any hydrolizinge action toward 
blood proteins. 
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SOME INVESTIGATIONS ON THE QUESTION OF THE 
ORIGIN OF PLASMA PROTEINS.—II. 


The relation of hyperalbuminemic and hyperglobulinemic 
condition to the action of liver and muscle 
on serum proteins. 


By 


JUDO SENSHU. 
(from the Biochemical Institute, Tokyo Imperial University. 
Director: Prof. Samuro Kakiuchi.) 


(Received for publication, May 20, 1929.) 


Jn the previous experiment, in which the proteolytic action of 
various organ ferments upon the blood proteins was examined, it 
was found that the body organs could be separated into two groups, 
according to the class of blood proteins (albumine or eglobuline) 
which they split. It was also found that among the albumine 
splitting organs the proteolytic activity of liver was most profound, 
while muscle was far superior to that of the other globuline 
splitting organs. 

This present study is undertaken on the assumption that if 
there exists any relation between plasma protein and body organs, 
the proteolytic activity of the organs which supply blood proteins 
will change when the distribution of plasma proteins differs from 
the normal. 

There are several kinds of methods of effecting the distribution 
of protein fractions in blood, such as, by the injection of toxin 
or protein, or by infecting the animal with some pathogenic micro- 
organisms. But the most interesting and instructive experiment, 
in the study of the origin of plasma proteins in the plasmapharesis 
or plasma depletion, in which the rate of regeneration of albumine 
and globuline differs, inducing at first the hyperalbuminemia, this 
being following after some time by the hyperglobulinemia. From 
these methods the following were selected in our experiments. 
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1) For hyperalbuminemia: plasmapharesis. 

2) For hyperglobulinemia: the injection of typhoid vaccine ; 
the injection of hematoporphyrin and exposure to the sunlight; the 
late stage of plasmapharesis. 


1. Eaperiment with the injection of typhoid vaccine. 

Hurwitz and Meyer (1916) studied the effect of immunisa- 
tion upon the blood proteins and found that the injection of bac- 
teria, living or dead, caused a rise in the content of serum globuline 
whenever the animal reacted severely to the innoculation, while, 
when the immunisation was carried out very carefully under a well 
controlled dosage, the increase in the serum globuline was not 
usually observed, although the immune bodies in the blood attained 
a high concentration. The injection of massive doses, according 
to them, resulted in almost every instance in a marked rise in 
globuline content, and they concluded that the increase in the 
blood globuline was usually accompanied by a marked metabolic 
disorder. In our experiment, in which a typhoid vaccine was used, 
their result was also confirmed, and only a shght temporary rise in 
the blood globuline was obtained by the usual immunising doses 
(1/10 loopful of bacteria), and when the animal received successive 
injections of massive doses (14 loopful), the marked and permanent 
rise in globuline could be observed. 

Based upon this result, the following method was adopted. 
Male white rabbits, weighing about 2500 em. were injected intra- 
venously with typhoid vaccine every two days, until, when they had 
received five injections, they were fit for the experiment, the rise 
of globuline reaching to the value of albumine as shown in Table I. 
Among the organs of these animals experimented on, a striking 
change was found in liver and muscle, and the maceration of the 
latter was especially most remarkable. This fact made one aware 
of the-probable change in the fermentative activity of these organs. 
When the proteolytic action of various body organs was examined 
by the method formerly described by the author (Senshu, 1929, 1) 
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it was found that, while the activity of other organs except liver 
and musele remained almost at the normal value, that of these two 
organs suffered a marked change as is shown table I. 

As the table indicates, the albumine-sphtting power of liver 
enzyme was held back in a slight degree, while on the other hand 
that of the muscle was augmented. 

The protocol of the animal experimented on is shown in table II. 


TABLE II. 
Before JII days | V days |VII da ys| IX days | LX days 
injection ne ih ay oy ma 
Blood per 1 cum, 
Red corpuscles 5.76 mil} 5.68 mil.| 5.20 mil.} 5.40 mil.| 4.96 mil.| 4.88 mil. 
White a 9200 9500 7300 8200 8600 8000 
Hemoglobin 73% 68% 67% 66% 68% 60% 


Serum per 100 ce. 
Total protein N. 891.4 mg.| 879.2 mg.} 973.0 mg.| 989.5 mg..| 963.8 mg,} 984.2 meg. 


Albumine N. 568.4 564.2 516.6 039.0 506.0 516.6 
Globuline N. 323.0 315.0 456.4 450.0 457.8 467.6 
Albumine/globuline 18 1.8 tele 1,2 ala IBIS 


(Body weight decreased from 2500 gm, to 2200 gm.) 


II, Baperiment with the injection of hematoporphyrim 

and exposure to the sunlight. 

Dr. Komatsu (1927) traced the change of plasma proteins 
with the changes in hemoglobin and blood corpuscles content in 
rabbits which were injected with a certain amount of hemato- 
porphyrin (0.05 gm. per 1 kilo of body weight) and were exposed 
to the direct sunlight, and found the ratio of albumine to globuline 
in their blood considerably diminished (hyperglobulinemia). Ile 
also found that together with this change of protein distribution 
in the-blood there was a marked change in the proteins of liver 
and muscle, and surmised the close relationship between the pro- 
teins of blood plasma and those of the liver and muscle. 
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As these facts suggest to us the probable changes in the 
enzymie activity of liver and muscle, the same line of research was 
undertaken as in the former experiment. The result shows that 
also in the case of hematoporphyrin hyperglobulinemia the enzymic 
activity of the muscle greatly increased, while that of liver was 
rather decreased. (See Table 1). 

The hematoporphyrin hydrochlorid was prepared after 
Nencki and Zaleski, dissolved in sterilized saline solution, and 
was injected subcutaneously just as was done by the former authors, 
and the animals were exposed daily for two hours in the direct 
sunlight of sunny September days. The blood of the animal was 
examined daily, and when the rise of globuline content was clearly 
observable, that is, after three days in our ease, the activity of 
enzyme of their organs was examined by the method described in 
the former communication. The protocol of the experimental 
animal is shown in Table III. 


TaBLE III. 


Before injection IT days III days 
Blood per 1 em. 
Red Corpuscle 5.50 mil, 4,88 mil. 4,79 mil. 
Hemoglobin 75% 72% 68% 
Serum per 100 ce, 
Total protein N. 803.1 meg. 284.9 meg. SL7.4 mg. 
Albumine N. D004 506.8 429.1 
Globuline N.  . 297.7 278.1 388.3 
Albumine globuline . 1.6 1.8 2 


(Body weight decreased from 2550 gm. to 2300 gm.) 


Ill. Experiment WITIL PLASMAPHARESIS, 


In the study on the regeneration of plasma proteins after 
blood-letting and replenishing the loss of the blood by the suspen- 
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sion of the blood cells in Ringer’s solution, Morawitz (1906) 
found that the hyperalbuminemia which appeared directly after 
the operation, was shortly succeeded by hyperglobulinemia. 
Whipple and his co-workers (1920), also using this method, found 
the regeneration of plasma proteins delayed in case of liver injury, 
—an interesting observation in regard to the study on the question 
of the origin of plasma proteins. 

While in the previous methods of producing the change in the 
distribution of plasma protein fractions such as the injection of 
toxin, hematoporphyrin, ete., there is fear enough that the opera- 
tion might cause a serious disturbance within the body of the 
animal, the change of the albumine or globuline content in the 
blood by the plasmapharesis seems to be conducted in the least 
injurious way and the result of the examination of organ enzymes 
under this condition is most satisfactory. 

The experiment was conducted in the followimg manner; 
exactly half of the quantity of the whole blood of rabbits, caleulated 
from their body weight, was taken out from the carotid artery of 
one side and the same amount of blood cell suspension was injected 
into the jugular vein. The suspension ought to contain the normal 
number of blood cells. None of the rabbits suffered from any 
kind of shock during the operation and the hemoglobin content 
of their blood remained thereby unchanged. The regeneration of 
blood plasma following the operation was quite equal in all cases 
and took place in a way similar to that reported by the former 
authors; the hyperalbuminemia begins at twenty hours after the 
operation and lasts about one and half days, the globuline gradually 
rising to reach its highest value on about the fifth or sixth days, 
as is shown in Table IV. When the highest value of each fraction 
of plasma proteins was obtained in each stage, the activity of their 
organ ferments was examined. 

Thevesults, which are also tabulated in table I, clearly indicate 
the following facts. 
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TABLE IV. 

Content in 100 ee. serum ‘Mibamane 

IIIS TOY Oa SUS eae ee pe ee Ra Gis hamieeene 

Total N. Albumine N. | Globuline N. | “* ae 

rs mg. meg. meg. ies 
3efore 1325.4 988.1 301.0 2.9 
Direct after 497.5 375.5 122.0 faa 
2days 5, 935.6 687.7 247.9 2. 
3 use re 1061.8 833.9 227.9 Bute 
er ” Teoh 790.5 463.2 dail 
rec ” 1141.3 643.1 498.2 1,4 
Ges, ” 1138.4 671.1 467.3 1.4 
Us ” 1101.9 552.7 549.2 1.0 


Hyperalbuminemic stage: The organs of the animal showed 
no visible change and the enzymic activity of the ferments of organs 
except liver remained almost at the normal value. The action of 
the liver enzymes however, was greatly augmented. (See Table I.) 

Hyperglobulinemic stage. Of the proteolytic action of fer- 
ments of the organs of the animal in this stage, the increased 
activity was observed in the muscle enzyme only. The increased 
activity of the liver enzyme, found in the early stage of the blood 
plasma regeneration, returned to the normal value at this stage. 
(See Table I.) 


DISCUSSION. 

In the present experiment, the proteolytic activity of various 
organ ferments-upon the plasma proteins was examined under the 
abnormal distribution of plasma proteins, produced experimentally, 
and the results obtained showed considerable regularity in their 
actions; namely, whenever a rise in the albumine content of the 
plasma proteins occurred, the activity of liver enzyme was enhanced, 
while in the ease of hyperglobulinemia, the increased activity of the 
musele enzyme was always observable. 
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This fact was very suggestive of a close relationship existing 
between liver and blood albumine and on the other hand between 
muscle and blood globuline. And this supposition becomes still 
more probable, when we compare the relative amounts of albumine 
and globuline extractable from liver and muscle in each ease as 
is‘shown in the table V. 


TABLE V. 


Amount of albumine and globuline extractable from liver and muscle. 


Liver Muscle 
1 . . a a 
Condition Albumine | Globuline | Ratio | Albumine | Globuline | Ratio 
fraction | fraction | A/G | fraction | fraction | A/G 
ce. ace: ce. ce, ce. ce, 
Normal 0.85 5,65 0.4 1.58 2.69 0.8 
Maematoporphyrin 1.67 6.53 0.3 1,29 1,23 1.0 
injection 
Plasmapharesis kK ONS ne 9 
(Hyperalbuminemian) O88 re OT 1.85 ae Ges 
Plasmapharesis BwiG) 2 
(Hyperglobulinemia ) 1.40 3.40 0.4 2.42 1.33 1.8 
Injection of ae ae es Pe eB 3 
typhoid vaccine 1.37 2.78 0.5 1.50 129 1.2 


These changes indicate that the amount of elobuline found 
in a great proportion in the extract of muscle in normal conditions 
became less in ever case of hyperelobulinemia, while the ratio of 
albumine to globuline normally observed in the liver extract was 
decreased when the hyperalbuminemia took place, These facts 
suggest to us the increased output of albumine from the liver and 
of the globuline from the muscle in hyperalbuminemia and hyper- 
globulinemia respectively. To ascertain this relation more clearly, 
analysis of the organ proteins under these conditions is desirable. 
The direct method, however, of using various kinds of solvents to 
extract these proteins, attempted by many authors was open to 
discussion and any conclusion deduced from their result could not 
be relied upon, while on the other hand, the indirect analysis, used 
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by Dr. Komatsu in examining the S:N ratio of tissue proteins 
to know the qualitative change of albumine and globuline, threw 
a new light on this field. He found in the hematoporphyrin 
rabbits, in the blood of which hyperglobulinemia took place, the 
inerease of the S:N ratio of the muscle, and thought it proof that 
the protein of globulin nature in the muscle had decreased. In 
what direction this ratio S:N of the liver and muscle tissue will 
move, with the change of proportion of albumin and globulin in 
the blood plasma in our eases, will be discussed in the next report. 


SUMMARY. 


1. The abnormal ratio of blood albumin to the blood globulin 
was produced by several methods and the proteolytie activity of 
yarious tissues toward the serum proteins was compared. 

2. Proteolytic activity of liver is always increased in the case 
of hyperaibuminemia, while that of muscle is enhanced ereatly 
whenever hyperglobulinemia oceurs. 
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SOME INVESTIGATIONS ON THE QUESTION OF THE 
ORIGIN OF PLASMA PROTEINS.—III. 


The nitrogen and sulphur content of liver and muscle in 
hyperalbuminemic and hyperglobulinemic condition. 


By 


JUDO SENSHU. 
(From the Biochemical Institute, Tokyo Imperial University. 
Director: Prof. Samuro Kakiuchi.) 


(Received for publication, May 20, 1929.) 


It is stated in the second report, that either the albumine of 
the liver or the globuline of the muscle decreases in amount accord- 
ing to the appearance of either hyperalbuminemia or hyper- 
elobulinemia, and that it is accompanied with the augmentation 
of enzymic activity of respective organ for blood albumine blood 
globuline. For the supposition that these tissues may act as the 
source of blood proteins another proof may be added from the 
consideration of N:§ ratio of the tissue proteins examined under 
various conditions of plasma proteins. 

For the determination of nitrogen and sulphur content of the 
tissue proteins the method used by Dr. Komatsu was followed: 
The blood vessel of the animal, at the period when the ratio of 
albumine-globuline in blood reached the desired value, was washed 
out by the saline solution as already described, and the liver and 
muscle were taken out, minced and kept in 95% alcohol over- 
night. The organ powder was then well drained, extracted with 
aleohol and ether successively each for twenty hours in a Soxhlet’s 
apparatus, finely powdered in a mortar, pushed through a fine 
sieve and dried in the oven. The powder thus obtained was 
analysed; the nitrogen content, by Kjeldahl’s method and the 
sulphur content, by Benedict-Denis’ method. 

The results are shown in Table I. As the results of experi- 
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ment in the same condition coincided so well with each other in 
the organ of the animal when calculated in the N:S ratio of the 
tissue proteins, the discrepancy only occurring at the figure of 
fourth decimal, the average values of their amount were given in 
the table. In addition to these figures, to know the change of liver 
and muscle as a whole, the percentage of liver and gastrocunemius 
muscle to the whole body in weight and the water content of each 
organ was estimated in every animal and was also shown in the 
table. 


TABLE J, 
Blood Liver Muscle 
Condition oleate Weight Water S/N | Weight Water S/N 
ratio e1g.0" | content en" | content | * 
Normal oak 1,9% | 73,9% | 0.059] 0,409 | 73,2% | 0.045 


Immunisation with s 940 7= 00 = 940 7 RO 7 
Goeivacine 1 2,4% | 75,0% | 0.054] 0,24% | 75,62 | 0.047 


Plasmapharesis hs TO SSRs = 0 Ba fee - 
Cee ee ee 2,69 | 756% | 0.054] 0,38% | 73,6% | 0.045 
aap aap iererie 1l:l 2.7% | 75,0% | 0.057] 0,29% | 75,0% | 0.048 


(hyperglobulinemia) 


1. EXPERIMENT WITH THE INJECTION OF TYPHOID VACCINE. 
(Hy perglobulinemia. ) 

The change of the ratio S: N of liver and muscle under this 
condition was found in quite an opposite direction, namely the 
the ratio of the liver proteins became less, while that of the 
muscle increased, showing clearly the decrease of protein rich in 
sulphur (albumine nature) in the liver, and the decrease of protein 
poor in sulphur (globuline nature) in the muscle. In this ease, 
furthermore, the decrease in weight of muscle was quite remarkable 
which could be interpreted as another proof of decrease of proteins 
from the muscle. 
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2. EXPERIMENT WITH THE PLASMAPHARESIS. 
A. Hyperalbuminemic phase. 


Only the S: N ratio of the liver proteins changed in this ease, 
while that of the muscle remained normal, the fact showing 
decrease of protein of albumine nature in the liver and no change 
in proteins of muscle. The weight of muscle had likewise no 
appreciable change. 


B. Hyperglobulinemic phase. 


The analyses of liver and the muscle of the rabbits, examined 
when the blood plasma regeneration proceeded and the hyper- 
globulinemia occurred, resulted in the change in the S8:N ratio 
of both organs. The ratio S:N of the liver proteins was on the 
way to recovery, but did not yet reach the normal value, while 
that of the muscle proteins which had been normal in the early 
stage of plasma regeneration became increased. This result could 
be regarded as the decrease of globuline from the muscle tissue. 
The weight of muscle also considerably decreased. 


CONCLUSION. 


In the above experiments in which the changes of proteolytic 
activity of liver and muscle enzymes, together with the changes 
of S:N of these organs at the time of disturbed distribution of 
plasma proteins, were examined, the following interesting results 
were obtained. 

1) In ease of hyperalbuminemia where the increased activity 
of liver in digesting plasma albumine was observed, the ratio S:N 
of the proteins of this organ is decreased. 

2) On the other hand, the increased proteolytic action of the 
muscle cells upon the blood globuline as well as the increase in 
the ratio S:N of the proteins always accompanys the increase of 
elobuline content of the plasma. 

From these findings, together with the considerations that 
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both these organs are rich in proteins, one may be allowed to 
forward the opinion that the liver and muscle play a definite rdle 
in regulating the production or utilization of the plasma proteins 
and that, when necessary, the liver supplies the ingredient for 
blood albumine, while the muscle puts forth the materials for the 
recovery of globuline of the plasma. 

In conclusion, I should like to record my gratitude to Prof. 
S. Kakiuchi for his advice and interest throughout this series of 
work. , 
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BEITRAG ZUR UNTERSUCHUNG DER 
HAMOLYTISCHEN WIRKUNG DES SAPONINS. 


VON 


KAZUO HARA. 
(Aus dem Laboratorium des Kyoundo-Hospitals zu Tokio.) 


(Kingegangen am 19. Juni 1929.) 


Die intensiv d.h. noch in grosser Verdiinnung himolysierende 
Wirkung des Saponins wurde schon im Jahre 1887 durch Kobert 
gefunden und sogar spiterhin von ihm selbst als Mittel zur 
Gehaltbestimmung von Saponindrogen vorgeschlagen. Um in das 
Wesen der Hamolyse naheren Hinblick zu gewinnen, wurden von 
alters her zahlreiche Berichte auch tiber die Saponinhimolyse 
erstattet. Nachdem Hedon konstatiert hatte, dass dem Biutserum 
saponinhamolysehemmende Wirkung zukommt, wurde 1901 von 
Ransom gefunden, dass das Cholesterin dieselbe Wirkung 
entfaltet, dann von Windaus, dass das Digitonin, eine Art von 
Saponin, durch Bildung einer Additionsverbindung mit Cholesterin 
sein Hamolysierungsvermégen einbiisst. Auch Yagi hat eine 
gleichartige nicht hamolytisch wirkende Additionsverbindung von 
Dioscin dargestellt. Die beiden letzteren Autoren haben der 
Ansicht von Ransom eine Stiitze gegeben, dass das Wesen der 
Saponinhaimolyse in der Veranderung der physikalischen Higen- 
schaften der -Erythrocytenmembran durch Verbindung des 
Saponins mit dem Cholesterin der roten Blutzellen besteht, und 
dass die hamolysehemmende Wirkung des Serums dadurch 
zustande kommt, dass sich das im letzteren in einer geringeren 
Menge vorkommende Cholesterin zuerst mit dem Saponin ver- 
bindet, somit den Erythrozyten die Saponinschaédigung entzieht. 
Allein nach den Untersuchungen von Bechhold, Hattori wu.a. 
besteht die Blutkérperchenmembran aus einem netzformigen 
(retikuliren) Geriist und einer dessen Netzmaschen ausfiillenden 
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homogenen Schicht, die ein aus Cholesterin und Lezithin zusammen- 
eesetztes Kolloid darstellt. Das in diesem Kolloidalsystem enthal- 
tene Lezithin entquillt durch die Wirkung des Saponins, nach 
Verlust des vitalen Quellungszustandes. Infolgedessen zeigt sich 
zwischen dem Cholesterin und dem Lezithin das Entmischungs- 
phaénomen und dies soll als das Wesen der Hamolyse zu 
betrachten sein. Auch hat Ota, nachdem er experimentell be- 
statigt hatte, dass das Verbindungsvermégen des Saponins mit 
dem Cholesterin mit seiner hamolysierenden Wirkung nicht gleichen 
Schritt halt, dieser Ansicht zugestimmt. 

Die Resistenz der roten Blutkérperchen, die sich durch die 
H’-Konzentrationen beeinflussen lisst, ist bei der neutralen Reak- 
tion am starksten und wird von da an nach der sauren oder 
alkalischen Seite weniger stark; tibereinstimmend damit stehen die 
Permeabiltatsgeschwindigkeit und die Adsorption in einer be- 
stimmten Beziehung zu den H*-Konzentrationen. Nach Bethe 
sollen die beiden beim Durechgang der Farbstoffe durch Pergament- 
papier in Wasser oder Hiweisssol durch die H’-Konzentrationen 
des Mediums in hohem Grade beeinflusst werden. Sie werden 
nimlich bei dem Versuche mit sauren resp. alkalischen Farbstoffen 
bei der sauren resp. alkalischen Reaktion gesteigert, aber bei der 
alkalischen resp. sauren herabgesetzt. Beim Stoffwechsel der 
lebenden Zellen oder Gewebe findet sich gleiches Verhalten. Nach 
Mommsen zeigt sich dieser Zusammenhang beim Adsorptions- 
phanomen, wahrend die Diffusionsgeschwindigkeit der Farbstoffe 
sich umgekehrt verhalt. Es nimmt nimlich die Geschwindigkeit 
bei den sauren Farbstoffen bei der Diffusion in saurem Gelatin ab, 
aber bei der in alkalischem Gelatin zu. Bei den alkalischen Farb- 
stoffen ist das Verhalten entgegengesetzt. 

Vergegenwartigt man sich die obigen Tatsachen, so liasst sich 
unschwer vermuten, dass die Saponinhimolyse durch die H’-Kon- 
zeutrationen beeinflussbar ist. 

Durch die Untersuchungen in der letzten Zeit ist deutlich 
klargestellt worden, dass die Kérpergewebe durch verschiedenar- 
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tige pathologische Verainderungen manchmal in ihren H’-Konzen- 
trationen, sei es lokal oder sei es voriibergehend veradndert werden. 
Es werden namlich z.B. das Nervengewebe bei der Avitaminose 
(Kato, Akiba, Inoguchi), ferner das Gewebe bei der Azidose, 
das Exsudat bei der akuten Entziindung oder der Eiter alle in 
den H‘*-Konzentrationen gesteigert. Die Untersuchung, ob in 
diesen Geweben mit so vermehrten H*-Konzentrationen die Zellen- 
schidigung durch dasselbe Gift ceteris paribus weitaus intensiver 
wird als in den normalen, ist auch in pathophysiologischer Hinsicht 
von Interesse. Untersuchungen tiber die Saponinhémolyse im mit 
verschieden starken H*-Konzentrationen versehenen Medium 
wurden frither von Walbum und neuerdings auch von Mond 
angestellt. Sind auch die Resultate der beiden Autoren mehr oder 
weniger verschieden, so stimmen Sie doch tiberein in dem Punkte, 
dass die Saponinhaimolyse in ihrer Stirke weitgehend von der 
H’-Konzentration des Mediums abhangig ist. 

Wir haben aber iiber dieses Thema nur eine spirliche Litera- 
tur. Im Jahre 1909 hat Takaoki Sasaki am Schluss seiner unter 
dem Titel ‘‘Uber die Beforderung der hiamolytischen Wirkung 
des Serums durch Aminosauren’’ verdffentlichten Arbeit gezeigt, 
dass die Aminoséuren auf die hamolytische Wirkung von Sauren, 
Alkalien, Lezithin, Cholesterin, 6lsaurem Natrium ete. hemmend, 
aber auf eine soleche von Saponin vielmehr befordernd wirken. 
Damals waren aber die Methoden zur Messung der H’*-Konzen- 
trationen noch nicht allgemein in der Biologie eingebtirgert, auch 
standen uns die einfachen Apparate, die jetzt im Gebrauch sind, 
nicht zur Verfiigung, sodass Versuche in dieser Richtung unter- 
blieben sind. Es blieb mithin die wichtige Frage unbeantwortet, 
ob die befordernde Wirkung der Aminosduren auf die Saponin- 
hamolyse etwa auf ihrer Molekilwirkung wie z. B. der Hemmung 
des Cholesterins beruht oder ob es sich nur einfach um Verschie- 
bung der Ph des Mediums handelt. Um dieses Problem naher zu 
untersuchen, habe ich die folgenden Experimente angestellt. 


(2 Ke rata 


VERSUCHSANORDNUNG. 


1. 10.0mg Saponin ‘‘Kahlbaum’’ loste ich in 0.85% iger 
Kochsalzlésung, und fiillte das Ganze auf 100.0cem (Da die 
Saponine noch nicht chemisch rein dargestellt werden, und in der 
Literatur vielfach Saponin ‘‘Kahlbaum’’ zur Untersuchung ge- 
braucht wurde, und auch Sasaki mit Saponin ‘‘Kahlbaum’’ 
gearbeitet hat, habe ich zum Vergleichszweck auch dasselbe 
Praparat benutzt.) Obige Losung diente als Standardlosung, und 
wurde wie folet verdiinnt : 


Nr Standardlosung 0.85%oige | Menge d. Saponins 
a (10.0 mg: 100.0 cem) NaCl-Losung in 1.0 cem 

ik 6.0 eem 4.0 ecm 0.06 mg 

2 5.0 5.0 0.05 

3 4.0 6.0 0.04 

4 3.0 7.0 0.03 

5 2.0 8.0 0.02 


Von den Saponinldsungen jeder Reihe wurde je 1.0cem ge- 
braucht; die darin enthaltene Saponinmenge ist in der 4ten 
Kolumne angegeben. 

2. Die Erythrocytenemulsion wurde aus dem einem Kanin-, 
chen durch Herzpunktion entnommenen Blute dadurch hergestellt, 
dass ich das Blut nach hinreichender Defibrinierung zur volligen 
Weeschaffung der hemmenden Wirkung des Serums fiinfmal mit 
physiologischer Kochsalzlésung wusch, dann im Verhaltnis von 5% 
in physiologischer Lésung aufschwemmte. In diesem Versuche 
wurde davon 1.0 cem verwendet. 

3. Als Puffer wurden von mir Glykokoll, Asparagin oder 
Phosphate gebraucht. 

Asparagin ‘‘Kahlbaum”’ und Glykokoll ‘‘Kahlbaum’’ léste ich 
in physiologischer Lésung zu M/10-Liésung, welche ich als 


Standardlosung gebrauchte. 
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Ich habe zu dieser Lésung die durch 


Lésen in physiologischer Kochsalzlosung hergestellte N/10 Natron- 
lauge oder HCl-Losung in verschieden grossen Mengen hinzugefiigt 
und dadurch folgende verschiedene Lésungen bekommen : 


1: 
) 


a. 


Go 


M/10 Asparaginlosung 
M/10 Asparaginldsung 
M/10 NaOH-Lésung 
M/10 Asparaginlosung 
N/10 NaOH-Lésung 


M/10 Asparaginlésung - 


N/10 NaOH-Lésung 
M/10 Asparaginlosung 
N/10 NaOH-Losung 


M/10 Glykokollésung .. 


M/10 Glykokollosung | 
N/10 HCl-Losung 
M/10 Glykokollésung 
N/10 NaOH-Losung 
M/10 Glykokollésung 
N/10 NaOH-Losung 


BS oat eR gato gto Asparagin 1. 
975 : 
05 on Cree Oe Asparagin 2. 
rs 
a } Spe ae Asparagin 3. 
5.0 
80.0 : 

pio ewe az Asparagin 4. 
20.0 Drag 
60.0 ; 

PS ier Asparagin 5. 
40.0 Era 
Sane sev acta on soe Glykokoll 1. 
owt oS Glykokotles 
5.0 
on safest ttceatinie Glykokoll 3. 
5.0 
aun Re eee! Glykokoll 4. 
10.0 


Als Phosphatpuffer benutzte ich KH2PO, ‘‘Kahlbaum, nach 
Sérensen’’ und NasHPO,42H20 ‘‘Kahlbaum, nach Sérensen,’’ 
léste diese beiden in dest. Wasser zu M/15 nach Jarisch und habe 
zu dieser Lisung die durch Losen in physiologischer Kochsalz- 
lésung hergestellte N/10 HCl- oder NaOH-Lésung in verschieden 
erossen Mengen wie folgend hinzugefiigt : 


1) 


bo 
Set 


Phosphatgemisch 100 ecm 


N/10 HCl-Losung 70 
Phosphatgemisch 100 
N/10 HCl-Lésung 60 
Phosphatgemisch 100 
N/10 HCl-Losung 40 


Ba Cactnal as Phosphatgemisch 1. 
} pengeek he! Phosphatgemisch 2. 
Aas Phosphatgemisch 3. 
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Ci Beer Stem. Phosphatgemisch 4. 
N/10 HCl-Loésung 20 ; 

byl (Phosphateemiseli <7 oi-<6 cae cca Phosphatgemisch 5. 

6) Phosphatgemisch 100 
N/10 NaOH-Losung 20 

7) Phosphatgemisch 100 
N/10 NaOH-Loésung 40 

8) Phosphatgemisch 100 
N/10 NaOH-Loésung 60 

9) Phesphatgemisch 100 | 
N/10 NaOH-Losung 70 


nea Phosphatgemisch 6. 
a ere. Phosphatgemisch 7. 
Be Mens tas Phosphatgemisch 8. 


eee eer Phosphatgemisch 9. 


4. Beim Versuch setzte ich zu 3.0 cem verschiedener Puffer- 
losungen 1.0 cem verschieden stark konzentrierter Saponinlosun- 
gen, dann 1.0cem Erythrocytenemulsion zu, so dass die Gesamt- 
menge 5.0cem betrug und die roten Blutkorperchen darin im 
Verhaltnis von 1% enthalten waren. 

5. In jeder auf diese Weise erhaltenen Mischlosung™mass 
ich die H’-Konzentrationen nach der Gaskettenmethode. 

6. Die Starke der Hamolyse wurde nach zweistiindigem 
Stehenlassen dieser Mischldsungen im Brutofen vergleichend 
beobachtet. 


VERSUCHSRESULTATE. 


Versuch I. Versuch mit dem Phosphatgemisch. 


Phosphatgemisch | Nr.1]Nr.2|Nyr.3|Nyr.4|Nr.5]|Nr. 6] Nr. 7] Nr. 8} Nr. 9 


Ph 4.30 | 5.46 | 6.11 | 6.47 | 6.66 | 6.98] 7.29 | 7.85 | 8.61 


me 


0.02 | ae | 4+ 


+ 
| 
| 
| 
| 

“ 


0.03 | lt +t hs + 1 + iF fies tt 
Saponin- 
menge in 0.05 | lr llr Ht tt tt +h th Tit Tit 
5.0 cem ats 


0.06 | lr ‘lk ‘il’ ‘i al tt ‘i Air Al 


os orci amet iii 
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Versuch II. Versuch mit Glykokoll. 


Glykokollésung Nera Nr. 2 Nr: 3 Nr. 4 
Ph 4.30 6.90 8.16 8.51 
mg es 
0.02 Hr = = Elz 
0.03 ir abe ath he 
Saponin- 
menge in 0.05 lll sie zl alls 
5.0 cem 
0.06 lt Th AF llr 
0 =e = = = 


Versuch III. Versuch mit Asparagin. 


Asparaginlésung Na i Nr. 2 Nr 3 Nr. 4 Nr. 5 
Ph 5.29 TAS 7.47 8.30 8.91 
mg 
0.02 ttt = = 25 qe 
0.03 fit a5 25 tt ‘lr 
Saponin- 
menge in 0.05 lr + + mle Ail 
5.0 ecm 
0.06 AF Sir + dit ti 
0) a = _ = =< 


Versuch IV. Vergleich unter verschiedenen Pufferldsungen. 


; as Glykokollésung |Asparaginlésung| Physiologische 
Art-d. Pufferlosung Nr a Nr. 2 NaCl-Lésung 
Ph 7.02 7.15 7.33 
mg 
0.02 = — = 
Saponinmenge 
0.03 ae z sis 


76 iseelarals 


Die Starke der Himolyse, von der vollkommen aufgetretenen 
bis zur ausgebliebenen Hamolysierung, wird durch {it bis — 
bezeichnet. 

Aus den oben angegebenen vier Versuchen, die mehrmals 
wiederholt an dem Blut verschiedener Kaninchen angestellt 
wurden haben sich im grossen u. ganzen mit einander tibereinstim- 
mende Resultate ergeben. 


SCHLUSS. 


1. Nach den obigen Ergebnissen lasst sich die hamolytische 
Wirkung des Saponins durch die H’-Konzentrationen des Mediums 
beeinflussen: Bei den neutralen Reaktionen d.h. in der Nahe von 
Ph 7.0 zeigt sie sich am schwachsten, und verstarkt sich von da an 
mit dem Fortschreiten nach der sauren oder alkanischen Seite 
immer mehr, 

2. Dass diese Beforderung nicht durch das Asparagin oder 
Glykokoll selbst zustande kommt, erkennt man daraus, dass auch 
eine Losung, die eine gleiche Menge Asparagin oder Glykokoll 
enthalt, je nach der verschieden grossen H’-Konzentration ver- 
schieden starke Saponinhaimolyse bewirkt, und im Medium mit 
eleichen H’-Konzentrationen, trotz Gegenwart der Aminosiure 
Saponinhamolyse gleich wie in physiologischer Kochsalzlésung 
stattfindet. 

Zudem befordern die oben genannten beiden Aminosiuren 
nicht die unten zu erwdhnende Siéurenhamolyse, sondern zeigen 
vielmehr eine Neigung zur Hemmung derselben. 

3. Auch im Phosphatgemisch findet die Saponinhimolyse 
statt, im grossen u. ganzen gleich wie in anderer Pufferlésung. 


Versuch V. Versuch tiber die Séiurenhaimolyse. 
1. Ich léste 7.0023 g Zitronensiure (CgHs0;-+He20) in physio- 
logischer Losung, fiillte das Ganze auf 1000.0 cem und verdiinnte 
diese Losung auf folgende Weise: 


——— 
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N/10 Acidum physiolog. 
citricum Kochsalzlosung 
Nr. 1 10.0 eem 0 eem 
2 9.0 1.0 
3 8.0 2.0 
4 7.0 3.0 
5 6.0 4.0 
6 5.0 5.0 
7 4.0 6.0 
8 3.0 7.0 
9 2.0 8.0 
10 1.0 9.0 


2. Von diesen verschiedenen Lésungen fiigte ich je 1.0 cem 
zu 3.0 cem physiologischer Kochsalzlésung, M/10 Asparaginlésung 
oder M/10 Glykokollésung (beide mit physiolog. Kochsalzlésung 
hergestellt), danach je 1.0cem5 %iger Erythrocytenaufschwemmung 
hinzu, hess das Ganze 2 Stunden im Brutschrank stehen, wonach 


Fs ep Hinzugefiigte Zitronensdureldsung (je 1.0 cem) 

as 

f= | 

as Nr.1 Neo2 Nv.3. Ne, 4 Nr. 5B Nv. 6 Nv.7 Nv. 8 Nr. 9. Nr 10 
Ph 3.28 3.57 3.94 4,11 4.68 
on 
6S > n. 2 

aaa! sia eo A ae a a te 
a s 
SS ew 
soi i 28 oe oh Tr IP ap AR sae aie ae 
Std. 

Ph 3.68 3.93 4.21 4,51 4,92 
an on 2 : 
S881 Sia a a a a es a 
25:3 eta. 

ee AP A a a 
a Ph 3.55 3.84 4,11 4,39 4.79 
oe Et n. 2 

si] n.4 it ok oat dh oW  # + +4 +4 - 
3 a2 Std. 

< n2¢ ) dt dt dt dt wd db + + + -=- 

Std. ae 
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ich die Hamolysenstiirke beobachtete; nach weiterem 24 stiindigem 
Stehenlassen in Zimmertemperatur beobachtete ich dieselbe wieder 
vergleichend. 

Durch wiederholte Untersuchungen habe ich festgestellt, dass 
die einfache Saéurehimolyse durch Aminosaure (Asparagin oder 
Glykokoll) infolge der Verschiebung der H’-Konzentration nach 
dem neutralen Punkte gehemmt wird. Wenn das Medium in die 
eleiche H*-Konzentration gesetzt wird, so geht die Saurehamolyse 
trotz Gegnwart der Aminoséure ganz unbeeinflusst von statten. 
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UBER DAS VERHALTEN DES GLUKOSEUREIDS IM 
TIERKORPER, UNTER BESONDERER 
BERUCKSICHTIGUNG DES BLUTZUCKERS. 


VON 
KAZUO WATANABE. 


(Aus dem Sasaki-Laboratorium zu Tokio.) 


(Hingegangen am 19. Juni 1929.) 


Glukose und Harnstoff, die beiden ubiquitiren Substanzen 
im Organismus, spielen bekanntlich in der Ernaihrung und bei 
den Stoffwechselvorgaingen hodchst massgebende Rollen und treffen 
somit sehr haufig im Organismus zusammen; so sind sie z.B. im 
Blut nie vermisste Bestandteile. Dabei ist daher die Bildung der 
chemischen Verbindung Glukoseureid, CH:,OH(CHOH)4,CH:N. 
CO.NHe, theoretisch nicht ganz von der Hand zu weisen. Aller- 
dings ist das Vorkommen bis heute weder analytisch noch ex- 
perimentell bewiesen worden. Aber auch vorausgesetzt, dass solche 
Verbindung im Tierkérper normalerweise nicht vorhanden ist, 
ist es doch noch sehr interessant, zu untersuchen, wie sich solche 
strukturchemische Verbindung im Tierkorper verhalt und es ist 
zugleich auch fiir die Erforschung des intermediaren Kohlenhydrat- 
und Eiweissstoffwechsels von gewisser Bedeutung. 

Im Jahre 1903 verdffentlichte M. N. Schoorl eine ausfihr- 
liche Arbeit iiber die Darstellung von Glukoseureid. Spater stellte 
E. Fischer (1914) die Substanz auf dem Umweg tiber Ace- 
tobromglukose dar. Kiirzlich veroffentlichen B. Helferich und 
W. Kosche (1926) eine neue synthetische Methode, welche ein- 
facher als die vorigen Methoden ist. Schon im Jahre 1909 
beschaftigte sich auch P. Mayer mit dieser Substanz und kon- 
statierte dabei, dass die Glukose in einem zuckerhaltigen Harn 
selbst nach langerem Stehenlassen mit dem stets vorhandenen 
Harnstoff nicht in chemische Bindung eingeht und andererseits 
experimentell ein Teil des injizierten Glukoseureids sich unverian- 
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dert im Harn nachweisen lasst. Die damalige Untersuchung war 
aber leider nur auf das Gebiet des Harns beschrankt und verfolgte 
nicht das Schicksal des Glukoseureids im Blut. 

Durch die bedeutenden Fortschritte der Mikromethodik in der 
neueren Zeit wurde die Untersuchung der verschiedenen Blut- 
bestandteile sehr erleichtert. Es wurde jetzt infolge der ununter- 
brochenen Forschung auf dem Gebiete des Blutzuckers allgemein 
anerkannt, dass die Ermittelung des freien Blutzuckers allein nicht 
eentiet, das Verhalten des Blutzuckers im Organismus zu erkennen, 
sondern dass die des gebundenen Zuckers (resp. ‘‘Suere pro- 
téidique’’) dabei auch hochst wiinschenswert ist. Die Entdeckung 
des Insulin gab auf verschiedenen Gebieten der Biologie grosse 
Anregung, besonders bildete sie auf dem Gebiete des Kohlen- 
hydratstoffwechsels eine neue Epoche. 

Zuerst untersuchte ich an normalen Kaninchen, wie die Blut- 
zucker (freie, gebundene s. Corps réducteurs hydrolysants und 
gesamte) und der Blutharnstoff bei der Darreichung von Glu- 
koseureid sich verhalten. Weiter bestimmte ich verschiedene 
Substanzen im Harn quantitativ, um das Schicksal.des zugefiihrten 
Glukoseureids zu eruieren. Sodann beschiftigte ich mich mit der 
Frage, wie das insulinhypoglykamische Kaninchen bei der Zufuhr 
des Glukoseureids sich verhalt, da Insulin nach Lesser, Dale und 
Cori Zuckerverbrennung und Glykogenbildung in der Muskulatur 
beschleunigt. (zit. nach Staub). Hs fragte sich ferner, wie die 
Zufuhr von Glukoseureid auf hungernde Kaninchen wirkt. Beim 
hungernden Kaninchen haben alle Nahrdepots bis zu einem mini- 
malen Wert abgenommen und die Oxydationsvorgainge sind 
beschrankt. Man kann an drei Moéglichkeiten denken: erstens 
konnte sich das Kaninchen gegen Glukoseureid wie bei normalen 
Zustande verhalten, zweitens starker reagieren als bei normalem 
Zustande, um sein abgenommenes Depot zu ersetzen, drittens wegen 
der Herabsetzung der Zuckerassimilationskraft (Bang) und moég- 
licherweise auch des Abbauvermégens das Glukoseureid weniger als 
bei dem normalen Zustande verwerten. 


——————— 
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Expermenteller Teil. 


Zur Darstellung von Glukoseureid wandte ich die Methode von 
Helferich und Kosche an und verglich die Higenschaften des 
Praparates mit den Angaben von Schoorl, um die Identitiét des 
Praparates zu bestatigen. 

Zur quantitativen Bestimmung ‘des Glukoseureids gebrauchte 
Mayer den Polarimeter. Schon Schoorl gab an, dass Glukose- 
ureid fast total in Glukose und Harnstoff spaltet, wenn es in kleinen 
Mengen in 1/10 normaler Schwefelsiurelésung aufgelost und auf 
dem Wasserbade mit dem Riickflusskthler 10 Stunden gekocht 
wird. Ich behandelte Glukoseureid in gleicher Weise und _ be- 
stimmte die abgespaltene Glukose (nach Pavy-Kumagawa-Suto 
(1907) und den Harnstoff (nach van Slyke und Cullen, 1913) 
quantitativ, woraus ich die Menge des Glukoseureids errechnete. 
Da das Blut, der Harn, die Korperflissigkeit u. dgl. pufferartig 
wirkende Substanzen enthalten, so muss man bei der exakten Be- 
stimmung je nach dem Gehalt an solehen Substanzen noch mehr 
Saéure hinzutun. Aber die von Schoorl angegebene Methode der 
Sdurehydrolyse ist in solecher Konzentration des Glukoseureids, 
wie es bei unserem Versuche im Harn ausgeschieden wurde, brauch- 
bar genug, um den biologischen Vergleichswert zu bestimmen, 
obwohl der gefundene Wert etwas niedriger als der theoretische ist. 
Zur Kontrolle untersuchte ich ausserdem Gesamtstickstoff, prafor- 
miertes Ammoniak und Harnstoff im innerhalb 24 Stunden aus- 
gveschiedenen Harn des Kaninchens und bestimmte daraus die 
Stickstoffrelikte, d.h. die Differenz zwischen dem Gesamtstickstoffe 
und dem in den Formen von Ammoniak und Harnstoff vorhandenen 
Stickstoffe. Ich betrachtete im grossen und ganzen den Unter- 
schied zwischen den Stickstoffrelikten am Injektionstage und an 
anderen Tagen als solehen Stickstoff, welcher durch die Gegenwart 
von Glukoseureid im Harn bedingt ist, und berechnete daraus 
indirekt die Menge von Glukoseureid. Selbstverstandlich darf die 
aut diese Weise gefundene Zahl keinen Anspruch auf Exaktheit 
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machen. Ich gebrauchte jedoch die indirekte Messung zur Kon- 
trolle der direkten Bestimmung, um Fehler bei der biologischen 
Betrachtung zu vermeiden. 

Als Versuchstiere benutzte ich in allen Fallen gesunde 
Kaninchen, welche tiber 2kg wogen. Alle Kaninchen wurden 
taglich mit 400 g Okara und 100¢ Kohl, in 2 Mahlzeiten geteilt, 
gefiittert und im Stoffwechselkifig gehalten. Der innerhalb 24 
Stunden ausgeschiedene Harn wurde jeden Morgen gesammelt. 
Am Versuchstag wurden freier Blutzucker, (nach Hagedorn und 
Jensen, 1923) gebundener und gesamter Zucker (nach lizuka, 
1928) und Blutharnstoff (nach van Slyke und Cullen, 1922) 
zuerst im niichternen Zustand bestimmt und dann eine gewisse 
Menge von Glukoseureid injiziert, um weiter mit halbstiindigen 
Intervallen den Blutzucker und Blutharnstoff 3 Stunden (bisweilen 
4 Stunden) lang zu untersuchen. Nach Beendigung des Versuchs 
wurde das Kaninchen gefiittert. Sei Harn wurde am nachsten 
Morgen gesammelt und Ammoniak (nach van Slyke und Cullen, 
1914) Harnstoff (nach van Slyke und Cullen’s Ureasemethode) 
und. Gesamtstickstoff (nach Kjeldahl’s Methode)) bestimmt. 
Ausserdem wurde ein Teil des Harns nach Saurezusatz 10 Stunden 
gekocht und die Menge der gespaltenen Glukose und des Harn- 
stoffs bestimmt, woraus die Menge des Glukoseureids berechnet 
wurde. Hinige Tage vor und nach dem Versuchstage wurden 
Ammoniak, Harnstoff und Gesamtstickstoff im Harn des 
Kaninchens in gleicher Weise bestimmt. 


I. VEREHALTEN VON GLUKOSEUREID BEI NORMALEN 
ICANINCHEN. 


12 Kaninehen wurden untersucht. 


Fall 1. Kaninchen Nr. 5. Wie die Tabelle I zeigt, wurden 
dem Kaninchen zum ersten Mal (am 13. X. 1928) 2.7g¢ von Glu- 
koseureid (pro kg K6érperwicht 1¢@) intraperitoneal injiziert und 
danach wurden der freie, gebundene und gesamte Blutzucker und 
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die Menge des Glukoseureids, welche im Harn unverandert aus- 
eeschieden wurde, ermittelt. Als zweiter Versuch (am 17. X. 1928) 
wurden 2.7¢ Glukose und Harnstoff, im Mengenverhaltnisse 3:1 
gemischt, d.h. in dem Glukoseureid bildenden Verhaltnisse, 
intraperitoneal injiziert; die drei Arten von Blutzucker und Blut- 
harnstoff wurden bestimmt und mit den Resultaten des ersten 
Versuchs verglichen. Die Erhohung des freien Blutzuckers betrug 
bei der ersten Injektion (Glukoseureid) 58mg% (+53.7%), bei 
der zweiten Injektion (Glukose und Harnstoff) 94 mg% ( +84.7%). 
Dagegen war die Zunahme des gebundenen Blutzuckers bei der 
ersten Darreichung 136mg% (+164%) und bei der zweiten 
69mg% (+82%). Ausserdem schied das Kaninchen bei der 
ersten Injektion 2.11 ¢ von Glukoseureid im Harn aus, aber bei 
der zweiten schied es den Zucker nicht aus. Aus diesem Resultate 
ist es klar, dass ein Teil des zugefiihrten Glukoseureids unverandert 
durch den Tierkérper passiert war. Deswegen wurden zum 
dritten Mal 0.6 ¢ eines Gemisches von Glukose und Harnstoff in 
demselben Verhaltnisse wie bei der zweiten Injektion dargereicht, 
da bei der ersten Injektion ca. 0.6 g Glukoseureid verwertet worden 
war. Diesmal war die Hrhéhung des freien Zuckers 58 me% 
(+52.7%), fast gleich der ersten Injektion. Endlich, zum vierten 
Mal, wurden dem Kaninchen 5.4¢ von Glukoseureid (pro ke 
Korpergewicht 2 @) zugeftihrt und die Blut- und Harnuntersuchune 
ergab das Resultat, wie es die Tabelle I zeigt. 
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Fall 2. Kaninchen Nr. 6. und Fall 3. Kaninchen Nr. 7. Wie 
es aus den Tabellen IT und ITI ersichtlich ist, wurden die Kaninchen 
mit Glukoseureid (pro kg Korpergewicht 1¢) intraperitoneal 
injiziert und die drei Arten des Blutzuckers und der Blutharnstoff 
bestimmt. Beim zweiten Versuch wurde ihnen das Gemisch von 
Glukose und Harnstoff (pro kg Korpergewicht 1¢) injiziert und 
darauf beide Resultate verglichen. Die Erhohung des freien Blut- 
zackers war bei der zweiten Injektion (Glukose und Harnstoff) 
erdsser, wihrend der Anstieg des gebundenen Zuckers das ent- 
gegengesetzte Verhalten zeigte. Solche Erscheinungen beweisen, 
dass ein Teil des zugefiihrten Glukoseureids im Blut unverdndert 
vorhanden ist, und stimmen mit dem Resultate des Harns iiberein. 

Weiter untersuchte ich die Frage, ob die Verinderung des 
Blutzuckers und Blutharnstoffes und die Menge des ausgeschiedenen 
Glukoseureids im Harn bei demselben Kaninchen immer gleich ist, 
wenn die Injektionsdosis von. Glukoseureid immer konstant ist. 
Wie die Tabelle IV zeigt, war der maximale Blutzuckerwert beim 
Kaninchen Nr. 2 248mg% (+130mg%) und 224mge% 
(+98mg%); beim Kaninchen Nr. 3 130mg% (+39mg%), 
132mg% (+3lmg%) und 130mg% (+14mg%). Was den 
Blutharnstoff betrifft, nahm er beim Kaninchen Nr. 2 zweimal 
Img%, beim Kaninchen Nr. 3 2.12 und 11mg% zu. Aus diesen 
Resultaten kann man ohne weiteres schliessen, dass die Verande- 
rung des Blutzuckers und Blutharnstoffes bei demselben Kaninchen 
und bei gleicher Dosis von Glukoseureid fast immer gleich ist. 
Dagegen verhielt sich die Menge des im Harn ausgeschiedenen 
Glukoseureids verschieden, so dass man dabei keine bestimmte 
Regel ausfindig machen kann. 

Zwischen der injizierten Menge von Glukoseureid und der 
Erhohung des Blutzuckers und Blutharnstoffs bei demselben 
Kaninchen kann man auch keine bestimmte Beziehung finden. Wie 
man aus den Tabellen I—V ersieht, war der Anstieg des freien 
Blutzuckers beim Kaninchen Nr. 3 und 4 nach der Injektion der 
erdsseren Menge von Glukoseureid etwas hoher als nach der In- 
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jektion der kleineren Menge, aber beim Kaninchen Nr. 5, 6 und 7 
war es umgekehrt. Dagegen war der <Anstieg des gebundenen 
Zuckers desto héher, je grésser die injizierte Menge war. Die 
Menge des im Harn ausgeschiedenen Glukosureids war bei der 
grosseren Zufuhr des Glukoseureids grésser als bei der kleineren, 
mit der Ausnahme des einen Falls von Kaninchen Nr. 4. Aber 
das Mengenverhaltnis zwischen zugeftihrtem und ausgeschiedenem 
Glukoseureid war verschieden, bald war es grésser bei kleinerer 
Zufuhr (Nr. 4 und 5), bald verhielt es sich umgekehrt (Nr. 3, 6 
und 7). 

Wie die Tabellen I-V und XII zeigen, wurden 12 Kaninchen 
im ganzen 20 mal mit Glukoseureid injiziert und danach schieden 
sie ausnahmslos einen Teil des Glukoseureids im Harn aus. Die 
Menge des ausgeschiedenen Glukoseureids betrug zwischen 60— 
70% des zugefiihrten und betrug maximal 82.1%, minimal 16.6% 
und durehschnittlich 54.36%. 


TABELLE VI. 
Kaninchen Nr. 2. 2 


Kérper- Harn-| N, der als Ur es N- ue. rion ae’ 
Datum |gewicht mengeju. NH: im Harn Tan Relikte Harn Injektion 
(1927) | (kg) |(eem) dg ist (e) (g) ( 
14 TX. 2.14 385 1.810 1.867 0.057 3.784 
x. 2.13 340 1.838 1.882 0.044 3.843 
16, LX. 2,15 360 1,583 1,644 0.061 3,154 
17 EX. 2.16 205 1,288 1.673 0.385 asy | EalUL 2.67 g 
18. EX. 2.13 330. 1.846 1.935 0.089 3.920 
a a BG 2.15 365 2.155 2,194 0.039 | 4,542 
ee 2.18 200 1.258 1.427 0.169 2.669 |G.U. 2.67 g 
2 TEX, 2.16 225 1,544 1,631 0.087 3.045 
22. LX. 2,14 380 1,842 1,927 0.085 3.871 Glukose 2.0 ¢ 
23, LX, 2.18 195 1,814 1.888 0.074 8.849 | + 
24.1X,| 216 | 210] . 1.700 1786 -o.0se | 758s [UT = OTB 
25,-LX, 2.16 229 1,234 1,302 0.068 2.622 
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Was das Verhalten von Ammoniak, Harnstoff und Gesamt- 
stickstoff im Harn betrifft, war das Stickstoffrelikt, d-h. die Differenz 
zwischen dem Gesamtstickstoff und dem als Ammoniak und Harn- 
stoff im Harn vorhandenen Stickstoff, am Tage der Glukoseureid- 
injektion im Vergleich zu anderen Tagen auffallend gross. Das 
Ergebnis weist darauf hin, dass ein Teil des zugeftihrten Glukose- 
ureids unveréndert im Harn vorhanden ist. Hine bestimmte 
Beziehung zwischen dem Harnstoffgehalt im Harn und der Dar- 
reichung des Glukoseureids war nicht nachweisbar. 

Zusammenfassung der Versuche an normalen Kaninchen: 

1. Bei der intraperitonealen Injektion der wasserigen Glu- 
koseureidlosung steigen sowohl der gesamte als auch der gebundene 
und freie Blutzucker an und gelangen in 14-114 Stunden nach der 
Injektion bis zu einem gewissen Hohepunkt, um weiter allmahlich 
bis zum Anfangswert abzusinken. Wenn man die Blutzucker- 
erhohung bei der Injektion von Glukoseureid und bei der Dar- 


TABELLE VII. 
Kaninchen Nr. 3. & 


Datum Korper-|Harn-| N, der als Ur ert N- Ur : 
(1927 ) oe mengeju. NH; im Harn i ee Relikte ae Injektion 
kg) |(cem)| vorhanden ist (g) (g) (g) 
(g) 2 
iE ee.e 2,34 185 0.879 1.001 0.022 3.053 
14. X. 2.40 190 1.477 1.850 0.373 3.150 | G.U. 3.29 ¢ 
Dk, 2.29 245 1737 1.795 0.058 3.700 
axe 2.39 365 1.943 1.995 0.052 4,150 
OPENS 2.42 225 1.265 1.709 0.444 2.695 |G.U. 3.29 g 
20. X. 2.4 400 1.705 1.772 0.067 3.629 
ile BSS 2.38 390 2.041 2.090 0.049 | 4.343 
LUBY, Oke, 2.35 185 1.568 1.658 0.090 3.300 
24, X. 2.39 220 1.395 2.181 | 0.786 2.980 |G.U. 6.58 g 
napronte s 230 1.479 1.526 0.047 2.988 Glukose 2.47 g 
(5 MG 2.30 365 1.918 2.056 | 0.1388 | 4.095 | + 
ext. | 2 330 1.345 1.484 | 0.139 | 2863 |UT 0.828 
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TABELLE VIII. 
Kaninechen Nr. 5. & 


Sag f 
Korper-|Harn-| N, der als Ur Gesamt-| ap 


Datum : : Nim : Urim eran 
gewicht |menge|u. NHsim Harn Relikte : Injektion 
(1928) (kg) |(eem)| vorhanden ist Harn (g) Harn 
as (g) (g) 

PRBS EXe. 2.57 360 1.369 1.637 | 0.268 2.920 

123 X. 2.72 290 0.940 ara 0.231 2.005 

{EERE 2.70 300 1.378 1.886 | 0.508 | 2.941 |G.U. 207 2 
14, xX. 2.66 300) 1.014 1.206 0.192 2.162 

17.X.| 2.77 | 2955 1,759 1,887 | 0.128 | 3.764 | Glukose 2.1 

Harnstoff 

18. X. 2.65 220 0.821 0.915 0.094 1.750 0.67 g 
a5 me Ayae a Glukose 0.45 ¢ 
22. X. 2.75 265 1.580 1.754 0.174 3.377 Harnetoft 
Ane 2.67 170 0.895 0.945 0.050 1,907 0.15 g 
27. X. 2.75 235 1.210 1.940 | 0.730 2.583 _|G.U. 5.4¢ 
28. X. 2.738 220 1.140 1.195 0.055 2.439 


reichung der entsprechenden Menge des Gemisches von Glukose 
und Harnstoff vergleicht, so ist der Anstieg des gebundenen Blut- 
zuckers bei der vorigen hoher als bei der letzteren, wahrend der 
freie Blutzucker sich umgekehrt verhalt. 

2. Der Blutharnstoff nimmt nach der Injektion von Glukose- 
ureid meistens zu; doch ist seine Erhohung nach der Injektion des 
Gemisches von Glukose und Harnstoff in entsprechender Menge 
noch etwas grosser. 

3. Die Veradnderungen des Blutzuckers und Blutharnstoffes 
nach der Injektion der gleichen Menge von Glukoseureid zeigten 
bei demselben Kaninchen in allen Fallen keinen bedeutenden Unter- 
schied; jedoch ist die im Harn ausgeschiedene Menge des Gluko- 
seureids verschieden. Der Anstieg des gebundenen Blutzuckers ist 
desto héher, je grosser die Injektionsdosis ist. Ftir die Beziehung 
zwischen der injizierten Menge von Glukoseureid, der Erhohung 
des freien Blutzuckers und Blutharnstoffes und der Menge des im 
Harn ausgeschiedenen Glukoseureids kann man aber keine 
bestimmte Regel finden. 
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4. Nach der Injektion des Glukoseureids wird ein Teil des- 
selben unverdndert im Harn ausgeschieden. Obwohl die aus- 
geschiedene Menge verschieden ist, betragt sie am haufigsten 60- 
70% der zugefiihrten Menge; maximal 82.1%, minimal 16.6%, 
durechsehnittlich 54.36%. 

5. Die Stickstoffrelikte, d.h. die Differenz zwischen dem 
Gesamtstickstoff und dem in den Formen von Ammoniak und 
Harnstoff im Harn vorhandenen Stickstoff, ist am Tage der 
Glukoseureidinjektion auffallend grésser als an anderen Tagen. 


Il. VERHALTEN DES GLUKOSEUREIDS BEI INSULIN- 
HYPOGLYKAMISCHEN KANINCHEN. 


Fall 1. Kaninchen Nr. 6. Nach 24 stimdigem Hungern wurde 
der Blutzucker untersucht und dann 0.7 cem von Insulin Toronto 
(7 klin. Hinheiten) subeutan eingespritzt, Zwei Stunden nach 
der Insulininjektion wurde der Blutzucker wieder untersucht und 
2.3 g von Glukoseureid (pro kg Koérpergewicht 1 g¢) intraperitoneal 
injiziert, um dann den Blutzucker weiter in einem halbstiindigen 


e 
TABELLE IX. 
Kaninehen Nr. 6. 2 Korpergewicht 2.28ke 


Blutzucker mg% 
7. XII. 1928. Bemerkungen. 
frei geb. ges. 
9.20’ a.m. | vor der Injekt. 110 109 219 
, 2 Stdn. n.d. , . ae 
SBS ees testes 37 95 132 eat renee cem 
12.10’ p.m. | 30’ n.d. G.U. Inj. 35 165 200 | 11.40’ Glukoseureid 
2.3 g intraperit. 
12.40’ ,, 29 186 215 7 
110 ,, 28 
ile, 29 207 236 | Kriimpfe 2.00 p.m.t 
Differenz Tee ae pe 


+98 ale 


eee 
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Intervall zu bestimmen. Wie die Tabelle IX zeigt, nahmen die 
drei Arten des Blutzuckers nach der Insulininjektion ab, der ge- 
bundene Zucker nahm nach der Glukoseureidinjektion wieder zu 
und erreichte den maximalen Wert 207 mg% (+98 mg%), welcher 
mit dem bei einfacher Glukoseureidinjektion 218mg% ( +103mg¢%) 
fast gleich war (Siehe Tabelle II). Dagegen nahm der freie Blut- 
zucker nicht zu, sondern stets ab. Schliesslich traten Krampfe ein 
und das Tier starb 4 Stunden 20 Minuten nach der Insulininjek- 
tion. Nach dem Tode wurden 6cem Harn aus der Harnblase 
entnommen, worin 0.44 ¢ Glukoseureid nachgewiesen wurde. 

Fall 2. Kaninchen Nr. 7. Die Versuchsanordnung ist ganz 
dieselbe wie beim vorigen Fall. Wie die Tabelle X zeigt, wurde 


TABELLE X. 
Kaninchen Nr. 7. & Korpergewicht 1.67 kg 


Blutzucker mg% 
Heel: £998. : Bemerkungen. 
frei geb. ges. 


9.40’ a.m. | vor der Inj. 104 132 236 | 9.45’ Insulin 0.75 eem 
tA a a subeutan inj. 
Ke30; Seer cei 39 107 146 | 11.30’ Glukoseureid 


Tasulin iJ. 4 ¢ intraperit. 


12.05’ p.m. | 30’ n.d. G.U. Inj. 27 220 247 
1S, 19 297 316 | Krimpfe 
12.45° p.m.t 
ren — 85 — 25 —90 
Differenz 4165 +80 


dem Kaninchen 0:75 cem von Insulin Toronto (7.5 klin Hinheiten) 
subeutan injiziert und 184 Stunde nach der Insulininjektion, nach 
der abermaligen Untersuchung des Blutzuckers, 4¢ Glukoseureid 
intraperitoneal zugefiihrt, um weiter den Blutzucker zu unter- 
suchen. Der durch die Insulininjektion einmal abgesunkene ge- 
bundene Blutzucker nahm nach der Zufuhr von Glukoseureid 
wieder zu und gelangte zum maximalen Wert 297mge% 
(+165mg%), welcher mit dem bei einfacher Glukoseureidinjek- 
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tion, 219mg% (+182mg% ), fast iibereinstimmt (Siehe Tabelle IIT). 
Dagegen nahm der freie Zucker immer ab, und das Kaninchen 
starb nach wiederholten Krampfen 3 Stunden nach der Insulin- 
injektion. Nach dem Tode bekam ich 27 cem Harn aus der Harn- 
blase, welcher 0.35 g Glukoseureid enthielt. 

Fall 3. Kaninchen Nr. 8. Wie die Tabelle XI zeigt, wurde 
dem Kaninchen im Gegensatz zu den vorigen zwei Fallen zuerst 


Glukoseureid und nach einem halbstiindigen 


Ablauf 0.7 cem 


Insulin Toronto (7 klin. Hinheiten) injiziert, um weiter in einem 


Kaninchen Nr. 8. © 


TABELLE XI. 


Korpergewicht 1.78 kg 


Blutzucker mg% 


23. SIT. 1928; Bemerkungen. 
frei geb. ges. 
9.00’ a.m. | vor d. Inj. 97 PALL 308 | 9.10’ Glukoseureid 
3.5 g intraperit. 
9.40’ ,, 30’ n.d. 119 381 500 | 9.45’ insulin 0.7 eem 
Gwen: subeutan inj. 
IWOsIGy 5 30’ n.d. 99 
Insulin inj. 
iOhy 5, 61 289 350 
rls anes 39 
oie aes 25 277 302 
PASS toys 22 
OA aes 28 162 190 | Krimpfe. 
TUTE oes 35 
4529, 38 2.45 p.m.t 
fh! +22 | +170 | +192 
Differenz _75 ee AD 118 


halbstiindigen Intervall den Blutzucker zu untersuchen. Nachdem 
die drei Arten von Blutzucker durch die Zufuhr von Glukoseureid 
einmal angestiegen waren, nahmen sie nach der Insulininjektion 
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stets ab und gelangten bis unter den Anfangswert; besonders war 
die Herabsetzung des freien Blutzuckers auffallend. Das Kanin- 
chen starb nach mehrmaligen Krampfen 5 Stunden nach der In- 
sulininjektion. Aus seiner Harnblase bekam ich 86cem Harn, 
darin wurde 0.9 g Glukoseureid nachgewiesen. 

Wahrend bei den vorstehenden drei Kaninchen der Behand- 
lung ein 24 stiindiges Hungern voranging, wurden die niéchsten 
zwei Falle ohne solehe Vorbereitung untersucht. Fall 4. Kanin- 
chen Nr. 5. Zuerst wurden 0.8cem Insulin Tronto, dann 5.4¢ 
Glukoseureid zugefiihrt. Der freie Blutzucker nahm ohne Hin- 
fluss dr Glukoseureidinjektion vom Anfangswert 114mg% immer 
ab und kam bis zu 26mg%. Der gebundene Zucker nahm durch 
die Insulininjektion ein wenig vom Anfangswert 110mg% ab und 
dann durch die Zufuhr vom Glukoseureid bedeutend zu; 1 Stunde 
nach der letzten Injektion konnte er die Zahl 386me% 
(+276me%) aufweisen. Der. Gesamtzucker verhielt sich ganz 
ahnlich wie der gebundene Zucker; sein Anfangswert betrug 
224mg%, nach der Insulininjektion 145mg% und eine Stunde 
nach der Darreichung von Glukoseureid 422mg% (+198 mg%). 
Wenn man die Resultate bei diesem Versuche und bei einfacher 
Zufuhr von Glukoseureid vergleicht (Siehe Tabelle I), so war der 
Anstieg der gebundenen Zuckers bei diesem Versuche hoher, 
dagegen das Verhalten des freien Zuckers umgekehrt. 

Fall 5. Kaninchen Nr. 9. Zuerst wurden 4.5 g Glukoseureid, 
dann 0.7 cem Insulin Toronto injiziert. Der freie Blutzucker stieg 
durch die Zufuhr von Glukoseureid vom Anfangswert 128 mge% 
zu 192mg% an, sank dann infolge der Insulininjektion wieder ab 
und betrug 4 Stunden nach der letzten Injektion 15 mg%. Der 
gebundene Blutzucker nahm durch die Glukoseureidinjektion vom 
Anfangswert 174mg% bis 3384mg% (+160mg%) zu, aber durch 
die Insulininjektion nicht ab. Der Gesamtzucker stieg von 
302 mg% zu 421mg¢% (+119mg%) an und sank dann allmiahlich 
ab. Zwischen dem Verhalten des gebundenen Blutzuckers bei 
diesem Versuche und dem bei einfacher Injektion von Glukoseureid 
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war kein bedeutender Unterschied vorhanden (Siehe Tabelle V). 
In beiden Fallen traten wiederholte Krampfe ein, welche ohne 
Behandlung verschwanden. Die Menge des im Harn ausgeschie- 
denen Glukoseureids betrug bei Kaninchen Nr. 5 3.08g (57%) 
und bei Kaninchen Nr. 9 3.75 g (83.38%). 

In diesen 5 Fallen war ausnahmslos ein Teil des injizierten 
Glukoseureids im Harn nachweisbar, obwohl 3 Kaninchen davon 
an Insulinhypoglykimie gestorben waren. Daraus ist es klar, dass 
ein Teil des injizierten Glukoseureids auch selbst bei der Insulin- 
hypoglykaémie unverandert durch den Tierkdérper passiert war. 
Wenn man das Verhalten von Glukoseureid bei normalen und 
insulinhypoglykamischen Kaninchen vergleicht, so kann man 
erkennen, dass kein bedeutender Unterschied zwischen beiden 
Fallen vorhanden ist, da die Erhdhung des gebundenen Blut- 
zuckers durch die Zufuhr von Glukoseureid in beiden Fallen fast 
gleich ist und auch das Mengenverhaltnis zwischen zugefiihrtem 
und ausgeschiedenem Glukoseureid im Harn in beiden~ Fallen 
nicht voneinander abweicht. 

Zusammenfassung der Versuche an insulinhypoglykamischen 
Kaninchen : 

1. Die Injektion von Glukoseureid wirkt auf die durch die 
Insulinzufuhr hervorgerufene Abnahme des freien Zuckers nicht 
ein. Dagegen wirkt sie auf den gebundenen Zucker; er nimmt 
zu und erreicht dieselbe Hohe wie bei normalen Kaninchen. 

2. Ausnahmslos wird ein Teil des injizierten Glukoseureids 
auch bei insulinhypoglykamischen Kaninchen unverandert im Harn 
ausgeschieden. 5 

3. Glukoseureid verhalt sich bei den _ insulinvergifteten 
Kaninchen ganz ahnlich wie bei den normalen. 


III. VEruautTeN voN GLUKOSEUREID BEI HUNGERNDEN 
KANINCHEN. 


4 Kaninchen wurden untersucht. Die Versuchskaninchen 
wurden im Stoffwechselkifig gehalten und ihnen kein Futter 
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eegeben. 


Als die Kérpergewichtsabnahme bis zu 20% des 


Anfangswertes gefallen war, wurde die wisserige Liésung von 


Glukoseureid intraperitoneal eingespritzt. 


Die Versuchsanord- 


nung blieb dieselbe, wie sie an normalen Kaninchen ausgeftihrt 


wurde. 


In 2 Fallen konnte ich die 3 Arten des Blutzuckers, aber 


in den anderen 2 Fallen infolge der Inanitionsschwiiche nur den 
freien Zucker untersuchen. 


TABELLE XII. 


Kaninchen Nr. 15. 2 


Datum (1929) £22 ee 18, III. 
Korpergewicht (ke) 2.29 1.72 
Korpergewichts- 0.55 
abnahme (kg) (24.49%) 
Dauer des Festens 5 Tage 


Glukoseureid 2.3 g 
Aq. dest. 20 ecm 


frei geb. ges. 


Injektion Glukoseureid 2.3 g 
(intraperitoneal) Aq. dest. 20 ccm 

Blutzucker (mg%) frei geb. ges. 

vor der Inj. Hite 166 243 


30 Min. nach d. Inj. 
1 Stde. nach d. Inj. 
1.30’ Stdn. n.d. Inj. 
2 Stdn. nach d. Inj. 
3 Stdn. nah d. Inj. 


Differenz 


83 373 456 


89 287 367 
90 
72 322 394 
Gil 

+13 +107 +213 


89 133 224. 
87 242 329 
83 311 394 
88 
83 


ell +178 eA) 


Glukoseureid im Harn 


1.89 g (82.1%) 


1.09 g (47.5%) 


Fall 1. Kaninchen Nr. 15. 


Wie die Tabelle XII zeigt, wurde 
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das Kaninchen in seinem normalen Zustande mit 2.3g Glukose- 
ureid (pro kg Korpergewicht 1g) intraperitoneal injiziert und 
darauf sein Blutzucker und Harn untersucht. Dann wurde das 
Kaninchen volle 5 Tage dem Hunger ausgesetzt ; in dieser Zwischen- 
zeit nahm sein Korpergewicht vom Anfangswert 2.27kg¢ (am 13. 
Ill. 1929) zu 1.72kg (24.4% Abnahme) ab. Dann bekam das 
hungernde Kaninchen wieder eine Injektion von Glukoseureid in 
derselben Menge, um beide Resultate zu vergleichen. Der freie 
Zucker nahm durch die Zufuhr von Glukoseureid beim Hungern 


TABELLE XIII. 


Kaninchen Nr: 13, Ieee zh, iS Wa, 24 2 
Dauer des Fastens 7 Tage 6. Tage 5 Tage 
Korpergewicht (kg) 
Beginn des Fastens 2.08 acd zoe 
Abnahme 2.04 2.16 1,50 
Ende des Fastens 0.49 (19.4%) 0.53 (19.9%) 0.60 (28.6%) 
Datum der Injektion 26. I. 1929. 7. IL. 1929. 15. DL. 1929" 
Injektion G.U, ~“5.2.¢ GUE elas G.U. 4.5¢ 
(intraperitoneal) Aq. 20 ecm Aq. 20c¢cem Aq. 20¢cem 
Blutzucker (mg%) frei frei | geb. | ges. frei 
vor der Injektion 101 102 |} 147} 249 60 
30 Min. nach d. Inj. 88 112 62 
1 Stde. nach d. Inj. 85 124 | 338 | 462 64. 
1.30’ Stdn. n.d. Inj. 88 oT 48 
2 Stdn. nach d. Inj. 82 119 | 313) 432 38 
3 Stdn. nach d. Inj. 91 139 39 
Differenz ~19 + 37 [+191 | 183 oh 
Glukoseureid im Harn 2.10 g (40.4%) 1.44 g (53.4%) 0.70 g (15.5%) 
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nicht zu; aber sein maximaler Wert war in beiden Fallen fast 
gleich. Die Zunahme des gebundenen Zuckers war 197 mg% und 
178 mg% ; was nicht geniigt, um eimen bedeutenden Unterschied 
festzustellen. Das im Harn ausgeschiedene Glukoseureid war 1.89 g 
(82.1%) und 1.09 g (47.5%). 

Fall 2. Kaninchen Nr. 13. Fall 3. Kaninchen Nr. 14 Fall4. 
Kaninchen Nr. 9. Wie aus der Tabelle XIII ersichtlch ist, nahm 
der freie Blutzucker bei Kaninchen Nr. 13 und 9, welche in hoch- 
eradige Inanition gefallen waren, nach der Glukoseureidinjektion 
nicht zu, sondern ab. Bei Kaninchen Nr. 14 war die Zunahme des 
freien Zuckers 37 mg% (+36%), die des gebundenen dagegen 
auffallend stark. Ein Teil des injizierten Glukoseureids wurde aus- 
nahmslos im Harn unverindert ausgeschieden. Kaninchen Nr. 9 
starb 9 Stunden nach der Injektion an Inanitionsschwache, und 
aus seiner Harnblase wurde 30 ccm Harn erhalten, welcher 0.70 ¢ 
Glukoseureid (15.5%) enthielt. 

Wie oben erwiihnt, fehlte bei 3 Fallen der Anstieg des freien 
Zuckers nach der Injektion. Aus dem Harnbefunde méchte ich 
die Ergebnisse so erklaren, dass die EKrhohung des Blutzuckers 
wegen der Inanition nicht zustande kam, trotzdem die Kaninchen 
wohl einen Teil des zugefiihrten Glukoseureids abzubauen ver- 
mochten. Obwohl die Menge des im Harn ausgeschiedenen Gluko- 
seureids bei Kaninchen Nr. 15 nach dem Fasten geringer als 
in normalem Zustande war, darf man daraus nicht ohne weiteres 
schliessen, dass das hungernde Kaninchen das Glukoseureid mehr 
als im normalen Zustande verwertete; denn es ergab sich an 
normalen Kaninchen, dass die im Harn ausgeschiedene Menge des 
Glukoseureids bei demselben Kaninchen und der gleichen Dosis von 
Glukoseureid jedesmal etwas verschieden ist. Mit der Ausnahme 
des gestorbenen Kaninchens Nr. 9 war die durchschnitthehe Menge 
des ausgeschiedenen Glukoseureids 47.12% des zugefiihrten, und 
wich von der durehschnittlichen Menge im normalen Zustande, 
54.36%, nicht bedeutend ab. Ausserdem war die Zunahme des 
gvebundenen Blutzuckers nach der Injektion von Glukoseureid bei 
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Kaninchen Nr. 15 in beiden Fallen fast gleich. Daher kann man 
schliessen, dass das Verhalten des Glukoseureids bei hungernden 
Kaninchen von dem bei normalen nicht sehr bedeutend abweicht, 
obwohl die Menge des im Harn ausgeschiedenen Glukoseureids 
bei hungernden Kaninchen meistens etwas geringer als die bei 
normalen ist. : 

Zusammenfassung der Versuche an hungernden Kaninchen: 

1. Nach der Zufuhr von Glukoseureid nimmt der freie Blut- 
zucker zu oder bleibt unbeeinflusst. Dagegen nimmt der gebundene 
Zucker immer bedeutend zu und seine Zunahme ist mit der im 
normalen Zustand fast gleich. 

2. Nach der Injektion yon Glukoseureid wird ein Teil 
desselben ausnahmslos im Harn unverandert ausgeschieden. Das 
Mengenverhaltnis zwischen dem zugefiihrten und ausgeschiedenen 
Glukoseureid weicht von dem bei normalen Kaninchen nicht 
bedeutend ab. 

3. Z“wischen dem Verhalten des Glukoseureids bei hungernden 
und normalen Kaninchen kann man keinen sehr auffallenden Unter- 
schied finden. 
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UBER DIE BUFODESOXYCHOLSAURE (III). 
Von 


TAKEJI OKAMURA. 


(Ausgefiihrt mit Mittcln der Kaiserlichen Akademie zur Forderung der 
Wissenschaften.) 


(Aus dem physiclogisch-chemischen Institut zw Okayama 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 20. Juni 1929.) 


In der zweiten Mitteilung (1928) habe ich schon berichtet, 
dass die a-Dehydrobufodesoxycholsiiure durch kurzes Erwarmen 
mit Hissessig und Salzsiaure leicht in die neue isomere /-Dehydro- 
bufodesoxycholsiure umgelagert wird. Weiter habe ich dann 
durch die Clemmensensche. Reduktion eine neue Bufocholan- 
siure aus a-Diketosiiure gewonnen. Dabei habe ich bemerkt, dass 
die a-Diketoséure durch Reduktion rasch in die /-Diketosdure 
umgelagert und dadurch die neue Bufocholansiure gewonnen 
werden konnte. Unter der Clemmensenschen Reduktion wurde 
wirklich die Bufocholanséure aus 6-Diketosdaure in prismatischen 
Nadeln erhalten. Diese aus /-Diketosiure erhaltene Bufocholan- 
séure stimmt gut mit der aus a-Diketoséure gewonnenen itiberein, 
und zwar schmelzen beide bei 236°C.; der Mischschmelzpunkt der 
beiden Cholansauren aus a- und /-Diketoséiure hegt auch bei 236°C. 
Der Bufocholanséureathylester aus /-Diketosaure stimmt auch gut 
mit dem aus a-Dikestosiure erhaltenen iiberein und beide Estern 
schmelzen bei 1008°-111°C. Der Mischschmelzpunkt des Bufo- 
cholansiureithylesters aus /-Diketosiure mit dem aus a-Diketo- 
sdure liegt auch bei 108°-111°C. Nach diesen Ergebnissen ist 
sicher bewiesen, dass die a-Dehydrobufodesoxycholséiure durch die 
Clemmensensche Reduktion unter Umlagerung in die /-Dehydro- 
bufodesoxycholsiure verwandelt wird und zwar dass die Bufo- 


103 


104 T. Okamura: 


cholansdéure nicht nur aus a-Dehydrobufodesoxycholsaure sondern 
auch aus /-Dehydrobufodesoxycholsdure gebildet wird. 

Wahrend die a-Diketosiéure durch kurzes Erwarmen in saurer 
Loésung oder durch Reduktion in die /-Diketosdure verwandelt 
wird, lasst sie sich jedoch in alkalischer Losung, z. B. bei 2 Wochen 
Jangem Stehen in 5%iger Kaliumhydroxydlésung oder noch bei 
5 Stunden langem Erwarmen in derselben Losung, unverandert 
umkristallisieren. 

Die Ketotrikarbonsiure aus a-Diketosdure liefert bei der 
Clemmensenschen Reduktion eine neue Bufolithobilianséure von 
_der Formel C2,H3s0¢6, die bei 161°-162°C. unter Erweichung bei 
148°C. schmilzt; ihr Triathylester krisllisiert in schénen Nadeln 
und schmilzt bei 133°-134°C. unter Erweichung bei 117°C. Aus 
diesem Bufolithobilianséuretridthylester wurde durch Erwarmen 
in alkalischer Losung eine neue Lithobilianséure erhalten, die bei 
-210°-211°C. schmilzt. Diese Siure hat denselben Schmelzpunkt 
wie die von Windaus (1926) aus Hyodesoxycholsaure abgeleitete 
Allolithobilianséure. Aus diesen Daten scheint mir, dass. eine 
sekundare Alkoholgruppe der Bufodesoxycholsdure in der Stellung 
3 des ersten Ringes vorhanden ist, wenn die hier erhaltene Litho- 
bilansdure mit der Windausschen Allolithobilianséure identisch 
ware. Aus a-Diketosaure werden 2 verschiedene Ketotricarbon- 
sauren gebildet, wahrend aus /-Diketosiure nur eine Art von 
Ketotricarbonsdure geliefert wird. Auf Grund meines Versuches, 
besonders auf Grund des Uberganges der Bufolithobiliansiure aus 
a-Diketosaure in die Allolithobiliansiure von Windaus nehme ich 
also an, dass die sterische Verschiedenheit zwischen a- und. /- 
Diketosdure nur auf einer anderen sterischen Anordnung der 
Gruppe am C, beruht, als sie Windaus bei Hyodesxycholsiure 
beobachtet hat. 

Ks scheint mir wahrscheinlich, dass die a-Diketosaiure die Cis-, 
die /-Diketosdure die Trans-anordnung enthalt, wie es in der 
folgenden Formeliibersicht angegeben ist. 

Bei der Oxydation der (-Dehydrobufodesoxycholsiure mit 
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ee me Ai Se 
O O 
P-Dehydrobufodes- Ketotricarbonsaure 


oxycholsaure 
Kaliumhypobromit wird eine Ketotricarbonsaure gebildet, die 
bei 177°-179°C. unter Aufschéumen schmilzt, wihrend die 
a-Dehydrobufodesoxycholsiure dabei eine andere Ketotricarbon- 
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saure liefert, die bei 217°-218°C. schmilzt. Daher sind die aus den 
beiden a- und /-Diketosiuren bereiteten Ketotricarbonsauren von 
der Formel Co,H3607 verschieden. 

Hier mochte ich bemerken, dass das Taurin aus dem von 
Bufodesoxycholsiure und Cholsdéure befreiten Filtrate isoliert 
worden ist. Infolgedessen scheint es mir méglich, dass die Bufo- 
desoxycholsiure, wenigstens die Cholsaiure in der Galle von Bufo 
vulgaris gepaart mit Taurin vorkommt. 


Experimenteller Teil. 
VERHALTEN DER G-DIKETOSAURE GEGEN ALKALI. 


0,5 g a-Dehydrobufodesoxycholsdure wurde in 5%iger Kalium- 
hydroxydlosung gelost, 2 Wochen lang stehen gelassen oder auf 
dem Wasserbade noch 5 Stunden lang erhitzt. Nach dem Abkiihlen 
wurde die Losung mit verdiinnter Salzsiure angeséuert und von 
dem ausgeschiedenen Niederschlag abfiltriert. Der Niederschlag 
wurde aus verdiinntem Alkohol umbristallisiert; die in Nadeln 
kristallisierende Substanz schmilzt bei 230°C. Der Mischschmelz- 
punkt der hier erhaltenen Saure mit a-Diketosaéure liegt auch bei 
230°C. Daher ist die a-Dehydrobufodesoxycholsdéure gegen Alkali 
bestandig und wird unverdndert umkristallisiert, wahrend die a- 
Dehydrohyodesoxycholsaure in alkalischer Loésung von N/5 KOH 
in die f6-Diketoséure umgelagert wird. 


($-DEHYDROBUFODESOXYCHOLSAURE. 


Die #-Saure ist in der zweiten Mitteilung beschrieben worden ; 
die specifische Drehung ist folgende: 
0.2 ¢ Substanz in 25 cem von I%igem Alkohol 
25 _—0.09x100 _ 


Kes 
[ol 708 ; 


BUFOCHOLANSAURE AUS /-DIKETOSAURE. 


Die essigsaure Loésung der /-Dehydrobufodesoxycholsiure 
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(1 g¢:50cem) wurde auf 10g amalgamiertes Zink gegossen, bis zu 
lebhaftem Sieden erhizt und allméhlich mit einem Gemisch von 
50 cem konzentrierter Salzsiure und 25 ecm Hisessig versetzt. Das 
iiber Nacht stehengelassene Reaktionsgemisch wurde vorsichtig bis 
zur Tribung mit Wasser versetzt und wiederum tiber Nacht 
stehen gelassen. 

Dann scheidet sich die Bufocholansiure in prismatischen 
Nadeln ab, die mehrmals aus verdiinntem Eisessig umkristallisiert 
wurden. Die Ausbeute betragt ca. 60% des Ausgangsmaterials. 

Der Kristall schmilzt bei 236°C. genau wie die Cholansiure 
aus a-Diketosaure. Der Mischschmelzpunkt mit Bufocholansaiure 
aus a-Diketosdure ist 236°C. 


° 


Analyse. 


0.099 g Substanz gaben 0.2893 ¢ CO. und 0.1018 g H20. 
Gei-CR(96< s HH: 1150; 


BUFOCHOLANSAURE-ATHYLESTER AUS $-DIKETOSAURE. 


Der Ester wurde durch Einleiten von Salzsiuregas in die 
alkoholische Lésung der Bufocholanséiure aus f-Diketosdure er- 
halten. Der Ester wird aus verdiinntem Alkohol umkristallisiert 
und kristallisiert in Nadeln. Der Schmelzpunkt ist 108°-111°C.; 
der Mischschmelzpunkt mit Bufocholansaureathylester aus a- 
Diketosaéure liegt bei 108°-111°C.. 

Dadurch erhalt man dieselbe Bufocholansaure aus a- und 
f-Diketosiure und es ist sicher bewiesen, dass die a-Dehydro- 
bufodesoxycholsiure durch die Clemmensensche Reduktion 
unter Umlagerung in die f-Diketosdure verwandelt wird. 


BUFOLITHOBILIANSAURE AUS a-DIKETOSAURE. 


2¢@ Ketotricarbonsaure aus a-Diketos’ure werden in 100 ccm 
Hisessig gelost und der Clemmensenschen Reduktion unter- 
worfen. Aus dem Reaktionsgemisch wurde eine in Nadeln kristal- 
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lisierende Substanz erhalten und aus verdiinntem Hisessig mehr- 
mals umkristallisiert. Sie sechmilzt bei 161°-162°C. 


Titration. 


0.04 @ Substanz brauchten 2.9 eem N/10 NaOH 
“Aquivalent ftir CosH3g0¢ 
Ber. 140. 
Gef. 187. 


Analyse. 
0.1327 g Substanz gaben 0.33802 ¢ COs und 0.1125 ¢ H20. 
CosH3g0¢ Ber. C. 68.20% H. 9.07% 
Geiy C6136 SEL Sos ‘ 


BUFOLITHOBILIANSAURETRIATH YLESTER. 


In der tiblichen Weise wurde der Ester durch Einleiten von 
trocknem Salzsiuregas in die alkoholische Loésung der Bufolitho- 
biliansdure hergestellt. Die Ausbeute betréigt Ca. 70% des Aus- 
gangsmaterials. 

Der aus verdiinntem Athylalkohol umkristallisierte Ester 
schmilzt bei 133°-134°C. 

0.108 g Substanz gaben 0.2802 ¢ CO, und 0.0994 ¢ HO. 

CsoH590¢ Ber. C. 71.09% H. 9.95% 
Gef. C. 70.75 ino Ele L029, 


ALLOLITHOBILIANSAURE AUS BUFOLITHOBILIANSAURE- 
TRIATHYLESTER. 
0.5 g Bufolithobilianséuretriathylester wurden in 60 cem einer 
5% igen Natronlauge gelést und auf dem Wasserbade ea. 30 
Minuten lang erwairmt; dann farbt sich das Reaktionsgemisch griin. 
Nach dem Abkiihlen wurde das Gemisch mit verdiinnter Salzsiiure 
angesauert und filtriert. Der abfiltrierte Niederschlag wurde aus 
verdtinntem Alkohol mehrmals umkristallisiert. Dann erhalt man 
eine in Nadeln kristallisierende Substanz, die bei 211°-212°C. 
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schmilzt. Ausbeute Ca. 70%. Leider hat sie zur Analyse nicht 
ansgereicht. 


KETOTRIKARBONSAURE AUS /-DIKETOSAURE. 


Die Saure wurde nach der iiblichen Methode mit Kalium- 
hypobromitlauge hergestellt, genau wie die Séiure aus a-Diketo- 
saure. Die aus verdiinnter Essigsiure umkristallisierte Sdure 
kristallisiert in schénen Nadeln und schmilzt bei 177°-179°C. unter 
Aufschaumen. . 


Titration. 
0.04 g Substanz brauchten 2.8 cem N/10 NaOH. 
Aquivalent fiir Co4H3,07. 
Ber. 145. 
Gef. 143. 


Analyse. 
0.1225 2 Substanz gaben 0.2951 ¢ COs und 0.0939 g HO. 
Co4H 3,07 ipyere, (OL 66.01% ish, 8.31% 
(erm, U, 65,7 =. 2 8.08-,. 


Die Ketotricarbonsdure aus /-Diketosaure schmilzt bei 177°— 
179°C. die Ketotricarbonsaéure aus a-Diketosiure dagegen bei 217°- 
218°C. Daher sind die beiden Ketotricarbonséiuren aus a- und 
f-Diketosiure verschieden. 


. ANHANG. 

Das von Cholsdéure und Bufodesoxycholsiure befreite Filtrat 
der Krotengalle wurde mit NaOH neutralisiert, auf dem Wasser- 
bade stark eingeengt und von dem ausgeschiedenen Kochsalz 
abfiltriert. Das Filtrat wurde unter starkem Verdampfen mog- 
lichst von dem Kochsalz befreit. Dann wurde zum Filtrat etwa 
das 10 fache Volumen absoluten Alkohols hinzugefiigt. Nunmehr 
schieden sich die Kristalle in langen Nadeln aus, und wurden dann 
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aus heissem Wasser umkristallisiert. Die Substanz ist N- und S- 
haltig, leicht in Wasser, aber nicht in absolutem Alkohol loshch 
und schmilzt bei 289°C. Diese Daten zeigen, dass der Kristall 
Taurin ist, und dass das Taurin in der Krotengalle als ein Paarling 
der Gallenséure vorkommt. 

Zum Schlusse spreche ich Herrn Prof. Dr. T. Shimizu meinen 
herzlichsten Dank fiir die so freundliche Anleitung bei meiner 
Arbeit aus. 
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The general brewing matter made of polished rice, especially in 
the case of ‘‘Sake’’? brewing, is remarkably influenced in its 
quality by the degrees of polishing. This fact is due not only to 
the direct influence of the rice material which has diffierent degrees 
of polishing, but also to the differences in the enzymic substance 
which is contained in different kinds of ‘‘Koji.’’” 

Koji is made mainly by the multiplication of Aspergillus 
oryzae in different ways according to the quality of the rice 
material. Therefore the action of the enzymes of Koji become 
characteristic. 

The relation between the polishing and constitution of rice 
has been fairly well investigated. According to the study of S. 
Suzuki (1918), in ‘‘The relation between the polishing and com- 
position of rice and wheat,’’ as the degree of polishing heightens, 
the protein, fat, cellulose, ash, etc. contained in it seems to de- 
crease, while the soluble nitrogen free substance increases. Also, 
according to the studies on protein in rice, made by Suzuki, 
Yoshimura and Fuji (Journal of Tokyo Chimical Society, 29, 
1908), Kellner (Journal of Tokyo Chemical Society, 29, 1908), 
Rosenheim and Kajiura (Jour. Physiol., 36, 1908) and Taka- 


1) ‘‘Sake’’ is Japanese alcoholic liquor brewed from polished rice. 
2) ‘*Koji’’ is a steamed grain which is infected with Aspergillus oryzae. 


‘Wal 
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hashi and Sato (Journal of Tokyo Chemical Society, 32, 1911), 
we know that there are water soluble albumin, sodium chloride 
soluble globulin, alcohol soluble prolamin and sodium hydroxyde 
soluble oryzenin in rice protein; and oryzenin in very large 
quantity. ‘In rice-bran there is twice as much protein as in polished 
rice, but the alkohol-soluble protein of polished rice is far greater, 
while the water soluble and sodium chloride soluble proteins of 
polished rice are rather lower in percentage than those of the rice- 
bran. Secondly, considering the relation between the polishing 
and the protein content of the sake brewing rice, we know from the 
study of T. Tadokoro and S. Watanabe (1924) made ‘‘On the 
degree of polishing and the protein content of the brewing rice,’’ 
that protein, fat and ash vanish when rice is polished; and that 
fat and ash are largely removed with rice-bran, but that protein 
is not so rapidly removed beyond a certain degree of polishing. 
The amount of protein removed with rice-bran is in order of sodium 
hydroxyde soluble protein, sodium chloride soluble protein, water 
soluble protein and alcohol soluble protein, exactly coinciding with 
the order of protein contained in rice. From this fact we can 
affirm the direct relation between the composition of the material 
and the brewing matter produced from the material. 

Looking over Iterature somewhat, though indirectly, useful 
to the author’s investigation he found T. Takahashi and 
T. Yamamoto (1912) mentioning in ‘‘The comparative study 
between Aspergillus oryzae in ‘‘Sake-Tane-Koji’’® and that in 
“‘Soy-’’ or ‘‘Tamari-Koji,’’? that when each Aspergillus oryzae is 
set on the steam boiled rice or gelatin culture medium, the one 
from Sake-Koji has a weak gelatine liquefying power or weak 
protein liquefying activity, while the other one which comes from 
Soy- or Tamari-Koji has a weak power of sugar production, but 
has a comparatively strong protein liquefying activity. And this 


3) ‘‘Tane-Koji’’ i8 the source of Koji infected with Aspergillus oryzae. 
4) ‘*Soy-Koji’’ and ‘‘Tamari-Koji, are soy-bean Koji, and the materials 
of Japanese sauce, 
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sort of tendency was especially remarkable in the main fungus of 
Tamari-Koji. And they inferred it to be the result of the repeated 
cultivation of Aspergillus oryzae which had been inured to its 
environment for hundreds of years. K. Oshima mentioned in his 
study, ‘‘The influence of the culture medium for the producing 
faculty of amylase and protease of Aspergillus oryzae and the 
comparison of the producing faculty of enzymes in various Aspergil- 
lus oryzae,’’ that the amount of enzyme produced changed in 
accordance with the kind of culture medium. Moreover, he 
affirmed that a permanent difference does not appear in its pro- 
ductive faculty and form, even though it is cultured continuously 
ten times or more on every kind of culture medium; but he 
recognized that there is at least a difference in the producing 
amount of enzyme of Aspergillus oryzae according to the difference 
of culture medium. 

The author has affirmed in his report, entitled ‘‘ The Compara- 
tive Investigation of the Enzymic Power in Koji made of Different 
Kinds of Materials,’’ (Ito, 1926), that by using the same Sake- 
Tane-Koji as a source of Aspergillus oryzae for polished rice, 
unpolished rice and soy bean, different kinds of Koji containing 
enzymes of different characteristics were obtained. And this fact 
was supposed to occur as the result of adaptability for demand 
and supply of nutrition according to the nature of the culture 
medium. Thus diastase was most powerful in the polished rice 
Koji containing comparatively a large amount of carbohydrate, 
while protease was powerful in the unpolished rice Koji and 
specially powerful in soy-bean Koji containing a comparatively 
large amount of protein. 

Thus, the faculty of producing enzymic power in Koji depends 
upon the quality of raw material and the kind of Aspergillus 
oryzae itself; and it is probably an inevitable outcome of physio- 
logical mechanism for the multiplication of Aspergillus oryzae. 
But from the result of the author’s studies on Koji-Diastase (Ito, 
1926-8) and from literature of previous investigators on enzyme, 
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the author has come to the conclusion that Koji-Diastase is a kind 
of coalescential body of several factors. Thus, he thinks that the 
enzyme substance and the quality of materials or culture medium 
are in an intimate relation with each other, and that the active 
enzymie substance holds a suitable coalescential balance among the 
enzymic factors. The reason why this study is undertaken is not 
only to serve for the establishment of the factor theory on Koji- 
Diastase, but also to serve for the practice of Koji making as well 
as for Sake brewing. 


A. ON THE ENZYMIC POWER IN EXTRACT SOLUTION OF KOJI MADE 
OF RICE IN DIFFERENT DEGREES OF POLISHING. 


The preparation of samples used in this experiment are as 
follows: 


1. The Production of Koji. 


The material used in this experiment was third class-rice of 
Banshu, produced in 1927, and the polishing and further processes 
in the manufacture of the Koji were by ‘‘Kataoka Brewing Co.,’’ 
in Sapporo. For polishing, the Shimizu polishing machine was 
used; and the rice was divided into six classes according to the 
difference in the degree in polishing such as unpolished, less by 
59%, less by 10%, less by 15%, less by 20%, and less by 25%. 

_ The Koji-making in this experiment conformed to the method 
for the less by 25% polished rice ‘‘Sake-Moto-Koji’’ making. 
And the Tane-Koji which had been manufactured to use for the 
““Moto-Koji’’ making by M. Higuchi in Osaka was used at the 
ratio of 0.5 ‘‘Momme’’ per 1 ‘‘Sho’’® of rice. But, generally, 
Aspergillus oryzae is difficult to break into unpolished rice com- 
pared with polished rice. So in the ease of unpolished rice, Tane- 


5) ‘*Sake-Moto’’ is the source of ‘‘Sake’’ yeast. 
6) 1 ‘‘Momme’’ corresponds to 15/4 grams. 1 ‘‘Sho’’ corresponds to 
10/201 bushels. 
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Koji was added at the time of ‘‘Hikikomi’’ of material at the 
rate of 0.75 Momme of Tane-Koji per 1 Sho of rice immediately, 


TABLE I. Process of Koji-Manufacture. 


Difference 
Room of wet and 
Process Date Time temperature dry bulb 
(C). temperatures 
| (C). 
Washing Dee. 15 4 p.m. = = 
RPEORINg pe ars aaa ee ey = 
Steaming LO 3 a.m.—4.30 a.m. — — 
(CHikikomi??? i 5 a.m. 26 0.5 
“<Tokomoni’”” - 1 p.m. 26.5 0.3 
‘<Kirikaeshi’”” sy 12.30 a.m. aT 0.3 
ee Mor. e: 4 a.m. 26.1 0.1 
‘¢Nakashigoto? 7” - 7.30 am. 26 0.2 
“¢Tsumikae’?? s 11-30 a.m. 27 0.2 
“<Tomeshigoto’”” FF 2.30 p.m. 27.5 0.1 
“<Tsumikae’ 7” és 8 p.m. 26.6 0.2 
eS Dekkaqyn?? apfoagalts) 2-a.m. 26.3 0.3 


7) ‘‘Hikikomi’’: The process of carrying the steamed rice into the 
““ Koji-room.’? 

8) ‘*Tokomomi’’?: Rubbing with both hands to mix the steamed rice 
and the Tane-Koji on straw-mat-floor. , 

9) ‘*Kirikaeshi’?’: The process of mixing to make homogeneous the 
outer and inner parts of the materialls. 

10) ‘‘Mori’’: The process of heaping up the materials in ‘‘ Koji-Futa,’’ 
which is a flat shaped box making Koji. 

11) ‘‘Nakashigoto’’: A process for the adjustment of the temperature 
of the materials in order to multiplicate suitably Aspergillus oryzae by means 
of rubbing the heaped materials to separate them from one another, and of 
controlling the manner of their heaping. 

12) ‘*Tomeshigoto’’?: Extending the materials over the Koji-Futa, draw- 
ing three lines on the surface of the materials to adjust the temperature. 

13) ‘‘Tsumikae’’?: Transshipping the Koji-Futa to adjust the temperature 
of the materials. 

14) ‘*Dekoji’’: The final process of Koji-manufacture, taking out the 
Koji from the Koji-room. 


116 M. Ito: 


TABLE I. (continued) 


Descending degree of 
oie caused by its Temperature of Materials (C). 
polishing (7% ) 

Process Pht v ee Bisa SiQGc ieee ee all us 
Washing 20 20 20 20 20 20 
Steeping 20 20 20 20 20 20 
Steaming 100 100 100 100 100 | 100 
“¢Aikikomi’’ 52 52 52 52 52 52 
“¢Tokomomi’’ 31.5 30.5 31 29.5 31 31! 
‘¢RKirikaeshi’’ 33 34 33.0) 33.0 33 33 
CoMori 3 34 33.5 33.5 33 33 
‘“Nakashigoto’’ on Bee 37.5 39 39 38.5 
‘“¢Tsumikae’’ 36.3 37.9 33.9 35.8 34 38.5 
“¢Tomeshigoto’’ 38.5 38 35.0 36.5 aut 37 
‘<Tsumikae?? y 44 43.5 42 42 40 40 
“<“Dekoji’’ 42 40.2 40.7 40 39 39.2 


while to others added at the time of ‘‘Tokomomi.’’*’ The above 
table I shows the process of the Koji-manufacture. 


2. Preparation of enzyme solution. 

Hach sort of Koji was crushed roughly, and to each 300 gm. 
(as dry matter) there were added 1875 ce. distilled water. and 
shaken well; then added 30 ce. of toluene, and left for 50 hours 
at 5-10°C., shaking it from time to time. Hach solution obtained 
by IXoji extraction was 1640 ec. in the case of unpolished rice Koji; 
1525 ce., in the case of Koji, made of polished rice (less by 5%) ; 
1548 ce. in the case of Koji made of polished rice (less by 10%) ; 
1592 ce. in the case of Koji made of polished rice (less by 15%) ; 
1572 ce. in the case of Koji made of polished rice (less by 20%) ; 
and 1562 cc. in the case of Koji made of polished rice (less by 
20%); respectively. And the colour was deep yellowish in the 
case of unpolished rice Koji, diminishing in its rate according to 
the degree of polishing, and almost disappearing in the case of Koji 
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made of polished rice (less by 20 or 25%). These solutions were 
added with toluene as antiseptic, and preserved in a cool place 
to be used as enzyme solution. The results of the general analysis 
of the steeped rice, rice Koji and rice Koji extract enzyme solu- 
tion used in this experiment are as follows: 


TABLE II. Results of analysis of steeped rice (%). 


“Descending degree 
of rice caused by 

its polishing = * = 5) OF 

(%) 0 So) 10 15 20 a0 
Total nitrogen 1.808 1.665 1.586 1.488 1.299 1,214 
Crude protein 11.304 | 10.407 9.913 8.298 T2992 7.586 
Ether extract 1.790 1.140 0.790 0.770 0.750 0.740 
Ash 1.726 1.085 0.863 0.513 0.398 0.392 

Crude cellulose 1.483 | 1.018 | 0.513/ 0189; — = 
eee een 72.261 | 74.838 | 76.354 | 78.599 | 79.167 | 79.558 

free substance 

Water 11.436 | 11.512 | 11.567 | 11.634 | 11.693 | 11.724 


The results obtained are almost similar to those of the analysis 
performed by the previous investigators concerning the relation 
between the rice polishing and its constitution. The crude protein, 
ether extract, ash, fiber and etc. are decreased in proportion to the 
degree of polishing, while the soluble nitrogen free substance has 
an increasing tendency. The steeped rice was one dried after its 
washing and steeping. Therefore, the steeped rice in each case 
was similar respectively to the one used for Koji-making above 
described, minus the Tane-Koji added to the material. 


118 


M. Ito: 


Tas III. Results of analysis of rice Koji (%). 


escending degree 


D 
ee of rice caused by 
a5 FE DORR HYG 5 x90 is 20 25 
~ (9) 
Total nitrogen 1.798 1.624 EO 1.477 1.216 1.204 
Crude protein 11.236 | 10.152 9,845 9.139 | 3.598 7.027 
Ether extract 5.150 4,388 4.028 3.913 3.650 3.580 
Ash 1.783 1.143 0.884 0.583 0.465 0.410 
Crude fiber 1.578 1.136 0.683 0.213 0.058 0.046 
Soluble nitrogen 68,620 | 71.520 | 72.870 | 74.835 | 76.470 | 76.647 
free substance 
Water 11/633) 11.6607 EE690 | TAT | sao Pee 87 


The result in this table is almost similar to that of the steeped 
rice previously described. But, it must be noted especially in this 
table that the ether extract is increased considerably over that 
of the steeped rice in each ease, while the soluble nitrogen free 


substan 


ce 18 decreased. 


TABLE IV. Results of analysis of rice-Koji extract solution. 


(Grams in 100 ¢¢.). 


escending degree 


of rice caused by 


_ its polishing 


; (%) 0 3) 10 15 20 25 
Total nitrogen 0.0492 | 0.0375 | 0.0328 | 0.0287 | 0.0213 | 0.0212 
Crude protein 0.3075 | 0.2344 | 0.2050 | 0.1794 | 0.1336 | 0.1325 
Ash 0.1106 | 0.0762 | 0.0654 | 0.0592 | 0.0456 | 0.0414 
Reducing sugar 1.6700 | 1.7800 | 1.9150 | 2.1631 | 2.2895 | 9.4160 

Soluble nitrogen = , 
PI GER TER Se. 4.3287 | 3.8396 | 3.1702 | 3.1538 | 2.6838 | 2.6509 
Total dry matter 4.7468 | 4.1402 | 3.4506 | 3.3924 | 2.8630 | 2.8948 


—~ se 
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According to the above investigation, the contents of crude 
protein, ash and reducing sugar change in accordance with the 
quality of rice material. We have also noticed that the difference 
in the constitutional quantity in the extract solution of rice-Koji, 
corresponded with the difference in the degree of polishing of the 
rice material. 

It was also an interesting point that the total dry matter in 
Koji-extract solution decreased rapidly, while the soluble nitrogen 
free substance decreased gradually, proportionally to the degree of 
polishing of the rice material; though the quantity of the reducing 
sugar did not decrease in the Koji-extract solution, and the soluble 
nitrogen free substance contained in rice Koji itself was com- 
paratively increased. And this should be considered from two 
standpoints such as liquefaction and saccharification of the soluble 
nitrogen free substance by Koji-Diastase. This shows that the Koji 
made of crudely polished rice is very powerful in the liquefying 
activity of carbohydrate compared with that of the Koji made 
of thoroughly polished rice, though the saccharifying activity does 
not prove itself so strong. Indeed, this sort of tendency should be 
considered to occur during the making or extracting of Koji. We 
shall try to prove this tendency with the following experiments 
on stareh liquefying and saccharifying power and other things. 
Also the conception of factor theory on Koji-Diastase may be con- 
firmed from the relation between the constitution of enzymic 
substance of Koji-Diastase and its action. 

The result of the experiment on the Koji-extract is as follows: 


3. Comparative test of starch liquefying power. 

To 10 ce. of 2% potato starch paste was added 1 ce. of enzyme 
solution, and after a thorough shaking, 5 ce. of the mixture were 
put into the Ostwald’s viscosimeter (distilled water, 58.75 seconds, 
at 38°C.) and digested at 38°C. and then the number of seconds 
used in falling down along the capillary tube were measured every 
5 minutes. The result is shown in table V. 
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TABLE V. Starch liquefying power. 


Descending degree Time of digestion (minute) 


of rice caused 
by its : + 
polishing (%) 1 5 10’ =) 315 20 25 30 
0 4’ 5.5" | 1"19,9'" | 1110.2" |’ 85" | 1! 6.2" | a? 45" |a" 15” 
5 GUM) TPE Me GIP Laas aR, oR GS alle Soya | 710 fea SG 
10 palo” OED Gea Lore a ALL Ata i's alle SoWayt tsi! tovae? 
15 520.2!) OA TS ORGS | 70S I a aS ie e8in!7 
20 5/2055!" | 2°26" 8) 735" 12) 1p sya fateh 1’ <8"" ct ESs5 2 
pai aye OTS a Ilo 20" Id bas did ae 1055” 
Descending degree Time of digestion (minute) 
of rice caused 
by its 
polishing (% ) 35 40 45 50 55 60 
0 1! Bug"! uk 4 Ike 45! il yet aly 158! rf" 0.8" 
5 ate 4 Q'! al? ay al Et! 1? 49"! he Had igs tl 
10 Ape [ee eh aye ORG Ue ay tebe! earoao a V5.5" 
15 Up ae oll al! geist eae mtg Syeen hah eyo! 
20 110" aro! eee Hii 23H 1 ber st T6" 
25 A Te nL ee Ts ae Reece aaa he TY A 16 
Control (To the starch paste was added distilled water) ....12’ 15.2”. 


According to the result of this experiment, starch liquefying 
power in Koji-extract solution is most powerful in the case of the 
solution obtained from the unpolished rice Koji, and then it 
gradually decreases in cases of enzyme solution obtained from 
polished rice Koji in accordance with the difference in the degree 
of polishing of the rice. And the fact here obtained seems to have 
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an important relation with the constitution of enzymic substance in 
each extract solution. 


4. Comparative test of starch saccharifying power, (Diastase). 


To 25 ee. of 2% starch paste were added 5 ec. of enzyme solu- 
tion and 2 ec. of toluene; digested for 20 hours at 38°C., and used 
2.5 ee. of the digested solution. The result is shown in table VI. 


TABLE VI. Starch saccharifying power. 


ec. of KMnO, 


Descending solution used Comparative | Comparative 
degree of rice for titration pei number of Digestibility 
caused by its Control | inti ide a See (% of starch 
polishing Digested | (enzyme f a ee Oe oe saccharified ) 
(%) solution | solution hay ey re ee 
Bui) action (ce. ) (mg) 
0 8.0 2.8 0.2 25.87 72.09 
5 9.5 3.0 6.5 32.70 78.49 
10 OF 3.2 6.5 32.70 78.49 
15 10.0 3.6 6.4 32.15 TTAT 
29 9.8 3.8 6.0 30.00 72.01 
25 9.8 4.0 5.8 29.05 69.73 


The starch saccharifying power of Koji-extract is weak in the 
unpolished rice Koji and most powerful in the Koji made of 
polished rice (less by 5-10%), and then it decreases in accordance 
with the decrease of rice polishing. But the falling of starch sac- 
charifying power is not so rapid as the constitution of Koji-extract 
changes by the difference of polishing degree of rice used for Koji- 


making. 


5. Comparative test of maltose splitting power (Maltase). 
To 25.¢e. of 2% maltose solution were added 5ee. of enzyme 
solution and 2 ce. of toluene; digested for 20 hours at 38°C., used 


2.5 ec. of the digested solution. The result is shown in table VII. 
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TasLe VII. Power of maltase. 


n inl 
or < og. 
ue ce, of KMn0O, solution 22.2 Z Bs 
a hate ple r= a. g oo an Dn 
YO yo used for titration BBE ES bes 2 
Mow ATON OD BS I 3 a= 
D on on ENS; fo] Cee 56 SH. 
as Bees) mee et oe 
S| co o we) PER Qi ~ Dey; 
gea.| Bs | 388/28. | Gace | Geek | Boa 
oom 2B Sheep | SER bs neh San AO 
ae eh bo Se SB ee ae el) Ge Pern erases ee 
Ax Be ko SB Cee or) ee 5 
? oO SE ee T =| 
0 iG 2 4.3 0.8 7.712 18.56 
i) 7 3.0 4.3 2.5 22.63 04.31 
10 9.9 3.2 4.3 2.4 23.32 59.96 
15 10.0 3.6 4.3 op 20.60 49.96 
20 9.8 3.8 4.3 IEE 16.42 39.40 
25 SEE 4.3 4.3 1.4 13.44 32,26 


The enzymic power of maltase is very weak in the unpolished 
rice Koji and most powerful in the Koji made of polished rice 
(less by 10%) then it decreases gradually according to the differ- 
ence in the degree of polishing of rice material. But it is more 
rapid than in diastase. Moreover, the power of maltase is very 
weak in the unpolished rice Koji; and probably it may be attributed 
to the fact that maltase constitutionally can not take a suitable 


condition for the maltose splitting activity during the Koji making. 


6. Comparative test of sucrose splitting power. (Invertase). 


To 25 ec. of 2% sucrose solution were added 5 ec. of enzyme 
solution and 2 ec. of toulene; digested for 20 hours at 38°C.; used 
2.5 ce. of the digested solution. The result is shown in table VIII. 

The enzymic power of invertase is very weak in the unpolished 
rice Koji and most powerful in the Koji made of polished rice 
(less by 5%) ; it gradually decreases as in the cases in diastase and 
maltase. But the degree in accordance with the polishing degree 
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TABLE VIII. Power of invertase. 


2 oq & 2 
a) ec, of KMnO;, solution aa = rom 2 = 
Su ®.5 used for titration = aan 564 Pa 
o5% AON S aso sas 
wosac = o Zam One a 5 
C'S yo [ee eS So b0 Ses 
Boas = nrOw,a a g 5.25 
oa o Bes mee Baek se SS oon 
Sees) Pac) Te Bera) Caer ages Heo ao SS 
oA el Biase | fomws Se a: 2 ROD 
Oo oS SRC) B8eq Se ke a ek, as 
3° 5 we eens | Seeet iat 2 BS'S - 
= Oe OD 2 He 
(=) Aa Vw 2 SR Se 5S a 
0 8.6 2.3 0.7 dL 25.37 60.84 
5 alg AS) 3.0 0.7 7.8 39.67 95,11 
| 
10 11.6 2 0.7 pt 39,11 93.79 
15 Lay 3.6 On 7.4 87.50 89.93 
20 113 3.8 0.7 6.8 34,27 82.18 
25 11.2 4.0 0.7 6.5 32.72 78.94 


of the rice is not so large as in the constitution of Koji-extract 
solution. 


7. Comparative test of enzymic power of pepsin. 


To 15 ce. of 2.5% casein solution were added 5 cc. of enzyme 
solution, 1.2 ec. of N/1 HCl solution and 2 ce. of toluene; digested 
in 45 hours at 38°C.; after the digestion 0.3 cece. of N/1 HCl and 
9 ce. of 20% NazSOx, solution were added to the digested solution 
to make it precipitated and estimate the protein which was not yet 
digested quantitatively. Then the digested casein was calculated 
from the result of the undigested casein to - compare the enzymic 
power in both. (Using the Volhard’s casein method.) The result 
is shown in table IX. 

The enzymic power of pepsin is very powerful in the unpolished 
rice Koji; gradually decreasing in accordance with the polishing 
degree of rice used for Koji-making. This tendency is different 
from the case of the previous carbohydrate splitting enzymes, and 
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TABLE IX. Power of pepsin. 


Casein not digested 


Descending Casein Digestibilit 
degree of (s) digested (eof densi 
riee caused by Control by digested 
its polishing Digested (casein enzyme by enzyine) 
(%) solution solution (g) 
only) 

0) 0.2808 0.3651 0.0843 23.09 

5 0.3129 0.3651 0.0522 14,29 

10 0.3163 0.3651 0.0488 13.37 

15 0.3240 | 0.3651 0.0411 11.26 

20 0.3272 0.3651 0.0379 10.38 

25 0.3298 0.3651 0.0353 9.64 


is a very interesting point compared with the constitution of Koji- 
extract. 


8. Comparative test of enzymic power of trypsin. 

To 15 ce. of 2.5% casein solution were added 5 ce. of enzyme 
solution, 1.2 ec. of N/1 NaOH solution and 2 ee. of toluene; digested 
for 45 hours at 38°C., after the digestion 2.1 ee. of N/1 HCl and 
Iec. of 20% NazSO, solution were added to make it precipitated, 
and estimate the protein which was not digested. The enzymic 
power was compared as in the case of pepsin. The result is shown 
in table X. 

The power of trypsin has a tendency to gradual decrease as in 
the case of pepsin, and is especially powerful in unpolished rice 
Koji. 


9. Comparative test of enzymic power of lipase. 

To 10 ce. of 10% olive oil emulsion were added 10 ee. of enzyme 
solution and 2 ce. of toluene; digested for 40 hours at 38°C.; after 
digestion 40 ce. of 99% alcohol and 5 ee. of ether were added, and 
titrated with N/10 KOH solution constantly adding phenolphtha- 
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TABLE X. Power of trypsin. 


Protein not digested 


Descending Casein 


dacaenndt: |1- teen ON Qimueel de) catoastod Digestibility 
rice caused by Control by ( die ss 
its polishing Digested (casein enzyme b aS CeLe ) 
(%) solution solution (g) ¥, OBZ yA 
only) ; : 
7 
0 0.2715 0.3659 0.0944 25.79 
5 0.3043 0.3659 0.0616 16.83 
10 0.3071 0.3659 0.0586 16.01 
15 0.3136 0.3659 0.0523 14,29 
20 0.38175 0.3659 0.0484 13.10 
25 0.3175 0.3659 0.0484 13.10 


lein as indicator till it becomes a slightly rose coloured solution. 
And we obtained the quantity of acids, which had been produced 
by lipase from the fat in the digestive experiment, from the differ- 
ence between the number of ce. of the KOH solution used for 
neutralization and that of control. The result is shown in table 
D.4F 


TABLE XI. Power of lipase. 


: . of N/10 KOH soluti 
Descending Saad ys ne it rae cc. of N/10 KOH 
degree of solution used for 
rice caused by Control Control neutralization of 
its polishing Digested (enzyme (olive oil fatty acids produced 
(%) solution solution emulsion by enzyme 
only) only ) 

0 “4,5 2.5 0.9 1d 

5 4,2 2.4 0.9 0.9 

10 3.5 1.9 0.9 0.7 

15 3.4 1.9 0.9 0.6 

20 3.4 1.9 0.9 0.6 

25 3.2 1,8 0.9 0.5 


126 M. Ito: 


The enzymic power of lipase is most powerful in the unpolished 
rice Koji, and gradually decreases corresponding to the degree of 
polishing of rice. From the results of previous experiments we 
ean see fairly well the relation between the enzymic power and 
constitution of the extract solution of various Koji made of rice 
in different degrees of polishing. 

Now the author wishes to describe something about purified 
enzymic substance of Koji-Diastase to show the correlation between 
the constitution of Koji-extract itself and its enzymic action sub- 
stantially. 


B. ON THE PURIFIED DIASTATIC ENZYME SUBSTANCE OF Kost 
MADE OF RICE WITH DIFFERENT DEGREE OF POLISHING. 


The preparation of the sample used in this experiment is as 
follows: 


1. Preparation of Koji-Diastase enzyme substance. 


Rice material: <A 3rd class rice of Banshu was used, and the 
descending degree of rice material caused by its polishing (%) 
was 0 (unpolished rice), 5, 10, 15, 20 and 25. Preparation of 
enzyme solution: 1.5 kes. of each Koji which was the same used in 
the experiment ‘‘A’’; namely 1193.25 em., 1148.55 em., 1165.95 em., 
1144.80 gm., 1108.05 gm. and 1106.55 gm. of Koji (as dry matter) 
were taken and added respectively about 1.815 times in volume 
(for lgm. of Koji added 1.815 ce. of water) namely 2185.6 ec., 
2084.2 cc., 2115.0ce., 2078.0 ce., 2011.2ce., 2008.0cc., of 20% 
alcohol solution (volume), and extracted for 45 hours at room 
temperature and obtained each 1190cc., 974 ¢c., 990 ee., 898 ec., 
818 ce. and 818 cc. of the filirate (not pressed). 

The ratio of the extract (volume %) for the quantity of each 
dry matter of Koji was as follows: 


— 
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Descending degree of rice caused by 
its polishing (%) 
0 5 10\ 15 20 25 
Ratio (Volume %) 99.8 84.8 84.9 78.4 73.8 73.9 


According to the result, the absorbing quantity of water 
increased in accordance with the polishing degree of rice used for 
Koji as material. Thus it may be supposed that the quality of 
Koji is influenced by the polishing degree of rice used for Koji, as 
probably the conditions of propagation of Aspergillus oryzae 


become different. 


Preparation of enzyme substance: To 800 ce. of each Koji 
extract solution (20% alcohol) were added 3500 ce. of 95% alcohol 
—the mixture was. 81.465% in its aleoholic concentration; and the 
precipitated matter was filtered after 15 hours, having been shaken 


TABLE XIT. f 
Yield of the diastatic enzyme substance obtained from Koji. 


Enzyme substance obtained 
from 800 ce. of the Koji- 
extract solution(g). 


Total quantity of enzyme 
substance obtained from 
the extract of 1.5 kgs. of 
Koji. 


Yield of enzyme substance 
for dry matter of Koji. 


Real yield of enzyme sub- 
stance for Koji (Lint- 
ner’s method, %). 


Descending degree of rice caused by 


its polishing (% ) 
0 5 10 15 20 25 
4,993 2.999 2.995 3.756 3,107 3.100 
13.527 7.813 7.918 9.756 7.801 7.782 
1.134 0,680 0,679 0.852 0.704 0.708 
0,495 0.243 0,247 0.281 0.212 0.211 
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well from time to time; washed and weighed. Here every pre- 
cipitated part was used as enzyme substance of Koji-Diastase 
respectively. 

According to the result of this experiment, the quantity of 
purified diastatic enzyme substance of rice-Koji is greatest in the 
unpolished rice-Koji, decreasing at first in proportion to the polish- 
ing degree of rice, and then increasing, after which again decreas- 
ing, to be shown in a sort of a wave. Hereby, it must probably be 
recognized that this phenomenon depends-not only upon the quality 
of rice material, but also upon the mutual relation between each 
constituent of Koji as a secondary natural consequence of the pro- 
pagation of Aspergillus oryzae. And at the same time it may be 
supposed that the enzymic action is perhaps a kind of sub-ordinate 
correlative phenomenon accomplished by the enzymic substance in 
mutual harmony between each constituent. 

Preparation of enzymic solution: 0.6gm. of dry purified 
Koji-Diastase were dissolved with distilled water and made up to 
100 ee.; and the insoluble matter was filtered. So here was about 
0.5% enzyme solution left over, the insoluble matter being quite 
neghgible. The enzyme power in the Koji-Diastase enzyme solu- 
tions was carefully compared with the result, as following: 


2. Comparative test of starch liquefying power. 

To 5ce. of 2% potato starch paste was.added 1 ce. of enzyme 
solution; the mixture was shaken thorougly, following which 5 ee. 
of the mixture was put into Ostwald’s viscosimeter (distilled water, 
58.75” at 38°C.) and digested at 38°C., and the descent along the 
capillary tube was measured every five minutes by the denomina- 
tion of seconds. The result is shown in table XIII. 

According to the result of this experiment, the comparative 
value of starch liquefying power performed by the unit quantity 
of the purified Koji-Diastase is largest in the unpolished rice- 
Koji, and gradually decreases, corresponding with the polishing 
degree of rice material. 
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TaBLE XIII. Starch liquefying power. 


Descending 

degree of Time of digestion (minute) 

rice caused 
by its 


potahing it 5 10 15 20 25 30 
(%) 
0 Agr! eo Aral: Okay A! 59 ial Sb 
5 1'39” OE TB efi AN MMe eA SATE |B ES ras OU Le ss 
10 3a AS ol WAG! Wa YS NT Tela ee ete Gallo ef 
ty ow] eGo |) WITS! Ib 2a wa! aA ROE aba al 
20 ao ee dao Waa 5 WS Fol Woe) eso) Via 
25 ear tesbe ete ye  OR TD ty SP y I sys yee | ea he 531 
(continued ) 
Descending sos: , 
degree of | Time of digestion (minute) 
rice caused 
by its 
lishing = = fe = 2 
Be (o6 i 35 40 45 50 55 60 
a) gy Aya | WHO SMa WA Os tla ele Sa Arse a aI Ko say” 
5 ig eA fg ee let’ ey Ves Inet. Lae at 
10 HS Be Peis) i ea Ae aa ge erage he a tee se Oss 
15 ge by a O25 Si 1a ae ray lh ala LO at Wagi25 
20 Leo ATR NT Oi ih Task! an 113.75" 
25 Waiara” | 014250114" Vb a N14 aoe 
Control (To the starch paste was added distilled water)...... IS} Eras 


2) 


3. Comparative test of starch saccharifying power (Diastase). 

To 25 ce. of 2% starch paste were added 5 ce. of enzyme solu- 
tion and 2 ce. of toluene; digested at 38°C., 5ec. of the digested 
solution used. 
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Taste XIV. Starch saccharifying power. 


(Case of 5 hour digestion). 


ec. of KMnOx 


= ec. of KMnOx é Glucose . vy sys 
wo =| solution used for es produced by ae ster 
Fy ces Eg titration Beret enzyme (mg) 
| ies (=f\s 
S98 o%5 i o a Og = Ons eo o a or 
Sec) @ | ee l\peee. c.| Se.) 6 1. ee coe oe 
ars $e] 3s 28 laSs4 S BE eI ea 3s Zs 
2 | ge lSSSo w-| Gal Bo | Zs oie 
12.10 | 13.30 0,40 11.55 | 12.60 | 61.59_| 67.76 | 73.91 | 81.31 
5 12.45 | 13 80 0.45 11.85 | 13.05 | 63.35 | 70.44 | 76.02 | 84.53 
10 12.45 | 13.80 0.40 11,85 | 13.05 | 638.35 | 70.44 | 76.02_|>-84.53 
15 12.80 | 14.10 0.50 12515 |: 13320 | 65.15 | 71.94.) 78:18>) 186.33 
20 12.55 | 13.80 0.40 11.95 | 13.05 | 63.94 | 70.44 | 76.73 | 84.53 
25 12.60 | 13.60 0.50 11,95 | 12.80 | 63.94 | 68.49 | 76.73 | 82.19 
Controla(Starch paste) meee eee 0.15 
Control (Soluble starch solution) ........... 0.30 
(Case of 18 hour digestion). 
> . of KMnO 
ox ec. of KMn0O. COs ORS = Glucose SPR 
00.8 22 solution used for pase produced by Dig 9 ‘ ality 
3 a & a titration Bare enzyme(mg) : 
a ) S ZI ee 
NO cel el | |S =) 5 a are a ee a oe 
ome 2 Qe |B RAS 2 29 2 29 2S 2° 
Secoren te Sel|sS$eq| s aa 3 2s = 2s 
D pa lS So] pe R pu D Ru 
0 12.60 | 13.40 0.40 12.05 | 12.70 | 64.53 | 68.35 | 77.49 | 82.02 
5 12.70 | 14.10 0.45 12,10 | 18.35 | 64.82 | 72.25 | 77.78 | 86.70 
10 12.70 | 14.10 0.40 12.15 | 13.40 | 65.12 | 72.56 | 78.14 | 87.07 
15 13.05_| 14,20 0.50 12.40 | 13.40 | 66.59 | 72.56 | 79.91 | 87.07 
20 12.95 | 14,55 0.40 12.40 | 13.85 | 66.59 | 75.75 | 79.91 | 90.90 
25 13.05 | 14.55 0.50 12.40 | 13.85 | 66.59 | 75.75 | 79.91 | 90.90 


ee 
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According to the result of this experiment (Table XIV), the 
comparative value of diastatie power performed by the unit quan- 
tity of the purified Koji-Diastase shows a tendency of gradual 
increase from the unpolished rice-Koji in correspondence with the 
polishing degree of rice used as material of the Koji, as well as 
with the quantity of soluble non-nitrogenous material in the rice- 
Koji or in the enzymic substance. But, in the case of a short time 
action as 5 hours digestion, the extract of Koji made of rice less 
by 15% in its polishing degree has the most powerful diastatie 
activity. 


4. Comparative test of maltose splitting power. (Maltase). 
To 25 ee. of 2% maltose solution were added 5 ce. of enzyme 
solution and 2 ce. of toluene; digested at 38°C. for 18 hours; then 
5 ce, of the digested solution was used. 


TABLE XV. Power of maltase. 


ts ec. of KMnO: SAE van fe 
wp > Boo solution used for OHS 2 o8 ae 
aco B=P54 A f ac sha aa =| 7S 
=e titration as) ea maoAN 
ro Bop ABS aS 2o5 
8 ota = oes ae aa a5 SRS 
> os aI os ae snd f= [pl a Dy, 
any nn oS) eon] SoSon Hod 2S oH a 
Oo yes See a RIS ml 25:5 ores oa of = 
Aos's os “Sisal oie ea seaN oe aw 
eos Boras Baas aso se aur 3 by AS 
Be | Soe") oss & ° oe 
0 12.40 0.40 7.70 4.30 43.06 51.67 
D 13.20 0.45 7.70 5,05 50,94. 61.13 
10 iis: 0.40 7.70 5.05 50.94 61.13 
1) 13.40 0.50 7.70 5.20 32.52 63.02 
20 13.30 0.40 770) 5.20 52.52 63.02 
25 13.40 0.50 7.70 5,20 52.52 63.02 


The comparative value of maltose splitting power performed 
by the unit quantity of the purified Koji-Diastase shows a tendency 
of gradual increase in proportion to the polishing degree of rice 
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used as material; and is largest in the case of Koji made of rice, 
less 15% of its polishing degree. The power is very weak in the 
unpolished rice-Koji. 


5. Comparative test of sucrose splitting power. (Invertase). 
To 25 ee. of 2% sucrose solution were added 5cc of enzyme 
solution and 2 ce. of toluene; digested for 18 hours at 38°C.; then 
5 ee: of the digested solution used. 


Taste XVI. Power of invertase. 


| 
| 
i) 


cc. of KMnO. a jee > S 
w.S BS solution used for eas) See ‘pe 
LES titration Beas wes aac 
SHS op age avg ae¢ 
Bt ors. aa Od Od Sis) o 6 & SAS 
geo) BS |)cses S28) Se Pas eat 
noon SS ons Qe Sees Ona acl S 
S mes ee | See eh Sask 05) bas ayo F 
Aoss on aN S35] ecose oN = Os 
3°, brs Bon ea S| SaaS oS a eae = 
Q2 (De: OL a n = 
0 11.00 0.40 1,10 9.50 49,78 D947 
S 14.90 0.45 1.10 13.35 72.69 87.23 
10 15.00 0.40 1.10 13.50 73.63 88.36 
15 15.10 0.50 1.10 13.50 73.63 88.36 
20 15.00 0.40 1.10 13.50 73.63 88.36 
25 15,10 0.50 1.10 13.50 73.63 88.36 


The comparative value of sucrose splitting power (See table 
XVI) performed by unit quantity of the purified Koji-Diastase 
shows a tendency of gradual increase as in diastase and maltase 
above mentioned, and is largest in the Koji made of rice less 15% 
on its polishing degree. It is also worthy of note that the power 
is especially weak in the unpolished rice-Koji. 


6. Comparative test of enzyme power of pepsin. 


To 1.lec. of N/1 HCl were added 13.9 ce. of distilled water, . 


10 ce. of 5% casein solution, 5 ee. of enzyme solution and 2 ec. of 


ain) iahiea iittala ieee 
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toluene; digested for 40 hours at 38°C. To the digested solution 
0.5 ec. of N/1 HCl and 10 ce. of 20% NasSO, were added to make 
a precipitation in order to estimate the casein still undigested. 
The digested casein was obtained from the difference between the 
control and the undigested casein to estimate the enzymic power. 


TaBLE XVII. Power of pepsin. 


Descending Casein Digestibility 
degree of rice Undigested di sated * (% of casein 
caused by its casein (g) one me ( digested by 
polishing (% ) y 8 enzyme) 

0 0.4455 0.0250 6.31 

5 0.4565 0.0140 2.97 

10 0.4580 0.0125 2.64 

15 0.4570 0.0135 2.87 

20 0.4555 : 0.0150 3.17 

25 0.3660 0.1045 22.23 

Contro test == 

(casein only) 0,4705 = 


7. Comparative test of enzymic power of trypsin. 


To 15ce. of distilled water were added 10 ce. of 5% casein 
solution, 5 ec. of enzyme solution and 2 ce. of toluene; digested for 
40 hours at 38°C; after digestion to the solution 1.5 cece. of N/1 
HCl and 10ce. of 20% NasSO, solution were added to make 
precipitate the digested casein in order to weigh it quantatively. 
The enzymic power was compared as in the case of pepsin. 

The comparative value of casein sphtting power pertormed 
by protease such as pepsin (Table XVII) or trypsin (Table XVIII) 
in the unit quantity of the purified Koji-Diastase gradually de- 
creases, at first corresponding with the polishing degree of rice 
used as material, and is smallest in the case of Koji made of rice 
less by 10% on its polishing degree; then gradually increases as 
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TaBLE XVIII. Power of trypsin. 


Descending Casein 10% Gaseuk Dip 
degree of rice : , : (% of casein 
a : digested digested by Soostadanat 
caused by its (eg) enzymele) digested by 
polishing (% ) g ae & enzyme) 
- 0 0.2916 0.1807 38.26 
5 0.3165 0.1568 33.20 
10 0.3198 0.1525 32.29 
15 0.3008 0.1715 36.31 
20 0.3002 Onet 36.44 
25 0.0695 0.4028 85.28 
Control test oa hs = 
(casein only) eis ‘ 


follows. It is largest in the Koji made of rice less by 25% on 
its polishing degree. The Koji used in this study was made by the 
method of the less by 25% polished-rice-Sake-Moto-Koji-making. 
Hence we may gather from the facts stated above, that each part 
of enzymic factors in the Koji made of rice less by 25% attains the 
best coalescential state for the protein splitting activity. Accord- 
ing to this consideration, this sort of enzymes such as pepsin or 
trypsin seems to be more strongly influenced by the coalescential 
character of enzymic factors compared with carbohydrate splitting 
enzymes. Thus it may be also supposed that the producing faculty 
of the protease does not only depend upon the quantity of substrate 
such as proteieous substance contained in the Koji material, but 
is also influenced secondarily by the propagating state of the 
Aspergillus oryzae for the material. 


8. Comparative test of enzymic power of lipase. 

To 10 ce. of 10% olive oil emulsion were added 5 ce. of enzyme 
solution, 5 cc. of distilled water and 2 ce. of toluene; digested for 
40 hours at 38°C.; to the digested solution 40 ce. of 99% alcohol 
and 5 ce. of ether were added and titrated with N/10 KOH solu- 
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Tape XIX. Power of lipase. 


Diesckaa: ce. of N/10 KOH 
ce ae , Solution used ce. of N/10 KOH 
C for titration ‘ F solution used for 
rice caused pr ears Control (olive oil wouttalitaiian of 
ead : Digester | (enzyme emulsion only ) fatty acid produced 
Aes solution | solution ; ‘ by enzyme 
(%) only) 
0 1.80 0 0.95 0.85 
5 1.50 0 0.95 0.55 
10 1.50 0 0.95 0.55 
15 1.45 0 0.95 0.50 
20 1.45 0) 0.95 0.56 
25 | 1.45 0 0.95 0.50 


tion adding phenolphthalein as indicatur until it becomes slightly 
rose colour. Thus the difference between the number of ce. of the 
KOH solution used for neutralization and that of the control may 
be considered the quantity of acids which was produced by lipase 
from the fat in the digestive experiment. 

The comparative power of lipase (Table XIX) in the unit 
quantity of purified Koji-Diastase shows a tendency of gradual 
decrease corresponding with the polishing degree of rice used as 
material; it is especially large in the unpolished rice-Koji. 


9. Comparative value of total enzymic power in each of enzymes 
in the purified Koji-Diastase enzyme substance. 

The comparative value of total enzymic power in each of 
enzymes in the purified Koji-Diastase enzyme substance is calculated 
from the comparative number of each enzymic power for the unit 
quantity of the purified Koji-Diastase enzyme substance and the 
yield of the enzyme substance for dry Koji. The result is shown 
in table XX: (The time of digestion, 18 hours.) 

From the table we can see that the starch liquefying power 
of Koji-diastase is most powerful in the unpolished rice-Koji; then 
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TABLE XX. Comparative total enzymic power. 


Descending ; 
degree of Yield of enzyme Starch Diastase 
rice caused substance for pee 
. és liquefying 
Dy ate dry matter of power Soluble 
Daye Koji (%) Starch ea irs 
0 \ 1,134 High 87.874 93.011 
5 | 0.680 i} 52.890 58.956 
10 0.679 Low 53.057 59.121 
15 0.852 Low 68,083 74.184 
20 0.704 Low 56.257 63.994 
25 » 02703 ¥ Low 56.177 63.903 
(Continued) 
Maltase Invyertase Pepsin Trypsin Lipase 
0 59.594 67.745 6.022 42.387 High 
5 41.568 59.316 2.020 22,576 us 
10 41.507 99.996 1793 21.925 Low 
15 53.693 75.283 2.445 30.936 Low 
20 44,366 62.205 2.239 25.654 Low 
FY) 44.303 62.117 15.628 509.952 Low 


it decreases gradually to some extent; so is the starch saecharifying 
activity most powerful in the unpolished rice; then it decreases at 
first, and again becomes powerful in the Koji made of rice less 
by 15%; and then takes once more a decreasing tendency. Al- 
though maltase of Koji has a sort of tendency as in the case of 
diastase, it is not influenced very much by the difference in the 
degree of polishing of the rice. Invertase has also such a tendeney, 
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and its power is most powerful in the Koji made of rice less by 
15%,,and the unpolished rice Koji comes next. The so called 
trypsin is more powerful in its activity than pepsin. And the 
power of proteolytic enzyme gradually decreases first in the case 
of Koji made of rice less by 10%; increases in the case of Koji 
made of rice less by 15%, and slightly decreases, in the case of 
Koji made of rice less by 15%, and shehtly decreases in the case 
of Koji made of rice less by 20%; and ‘then increases again to 
become most powerful in the case of Koji made of rice less by 25%. 
Therefore we can probably say that the protease seems to have 
complex coalescential character compared with the carbohydrate 
splitting enzymes. 

Lastly pase is most powerful in the case of the unpolished 
rice-Koji, and gradually decreases till there is no noticeable differ- 
ence as its power grows so weak. 


10. Constitution of the purified Koji-Diastase enzyme 
substance. (%). 
TABLE XXI, 


Descending Soluble ‘Miepriye 
ona dot of ae geneous Ash Total Difference 
polishing substance pubsianes 

0) 43,61 41,50 13.30 98.41 —1.59 

5 52.39 39.63 6.00 98.02 —1.98 
10 54,11 40,25 4.70 99.06 —1,94 
15 54,67 41,63 3.10 99.30 = 0:70 
20 55.53 42.13 3.00 100,66 +0.66 
25 5d.00 42.38 3.00 100.91 +0,91 


According to the result, as shown in table X XI, the influence 
of the polishing degree of rice used as material for Koji upon the 
constitution of the purified Koji-Diastase enzyme substance obtained 
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by Lintner’s method is observed as follews: The nitrogen free 
substance increases in correspondence with the polishing degree 
or rice used for Koji; and the nitrogeneous substance does not so 
differ though it decreases in the case of Koji made of rice less by 
0%, and then increases gradually till it is largest in the case of 
Koji made of rice less by 25%. Such a fact seems to occur as a 
secondary infiuence of the state of propagation of Aspergillus 
oryzae for rice material, when we consider this relation from the 
constitution of the rice material itself, and it seems an important 
matter compared with the change of enzymic power of protease. 
Finally, the ash ingredient gradually decreases. These points ex- 
actly coincide with the state of changing of the comparative value 
of enzymi¢ power in most eases. 


Now the facts obtained from these experiments may be sum- 
marized as follows: 


1. The purified Koji-Diastase containing a large quantity of 
ash ingredient is comparatively powerful in its starch liquefying 
activity. 

2. The one containing a large quantity of soluble nitrogen 
free substance is comparatively powerful in its diastatic activity. 

3. The one containing a large amount of nitrogeneous sub- 
stance is comparatively powerful in its proteolitic activity. 


Moreover, as the Koji-Diastase enzyme substance cannot be 
extracted exhaustively from the Koji-extract solution by Lintner’s 
method, the diastatis power is still recognizeable in the filtrate. 
And it may be supposed that the coalescential state of enzyme 
solution in the Koji-extract solution does not always perfectly 
coincide with that of the enzyme substance in the purified 
enzyme solution. It is probable that there may be some sub- 
stances which can be substituted mutually as a kind of enzymic 
factor, while at the same time there may be different factors which 
can not be used as substitutes for one another. 


wee 


Enzymiec Substances contained in Koji. 139 


CONCLUSION. 


From results of studies made by many scholars on enzyme, 
especially on diastase, and that of the former studies on Koji- 
Diastase performed by the author, especially on the artificial 
enzyme (Ito, 1926-28), as well as from the result of the present 
investigation, we come to the conclusion as follows: 

It is generally to be admitted that the Koji-Diastase enzyme 
substance is produced by the reciprocal action of the Aspergillus 
oryzae and the rice material itself, provided there be some water. 
That is to say, the constituents of the rice material must be absorbed 
by Aspergillus oryzae after it is decomposed by the enzymic sub- 
stance which is present in the spore of Aspergillus oryzae or in 
Tane-Koji; and, as consequently there occurs a synthesis or pro- 
pagation of Aspergillus oryzae itself, it is necessary that Aspergillus 
oryzae Should always adapt itself to the surrounding culture 
medium. — 

Thus the action of various enzymes secreted from Aspergillus 
oryzae will differ by the constitution of rice material itself; so, 
as a right consequence, the propagation of Aspergillus oryzae 
occurs suited to the constituents of the substrate decomposed by 
its enzyme. Therefore it is to be seen that various kinds of Koji 
possessing various enzymic activities are produced from different 
kinds of materials. 

Matters which are supposed to be a kind of enzymic factor of 
Koji-Diastase, from the stand-point of the author’s hypothesis 
‘‘Factor theory of Koji-Diastase,’’ 
secreting matters of Aspergillus oryzae and some kind of rice 
decomposed product not yet used for the propagation of Aspergillus 


are the substances such as some 


oryzae, or some kind of substance which has not yet made a com- 
plete synthetic action in the fungus body. Also it should be re- 
membered that these substances are able at least to permeate 
through the fungus membrane such as lower polypeptides between 
amino acid and peptone, lower carbohydrates of aldohexose series 
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between saccharoid and dextrine, and ash ingredients, such as Mg, 
POs, K, Ca, SO, and Na; ever holding a good coalescential state 
between them. 

It is to be understood that the ash ingredients, especially, 
exist as a most important factor for the starch liquefying activity; 
the materials of lower carbohydrate series, for the carbohydrate 
splitting activity; and the nitrogeneous substance, for the protein 
splitting activity. 

From results of the present investigation, it 1s also obvious that 
each Koji made of rice in different degree of its polishing is 
different in its quality and enzymic activity, so that it is compara- 
tively easy to use a right kind of Koji in brewing different Sake. 
Generally speaking, when a crudely polished rice-Koji is used, and 
decomposition and fermentation are hastened in the course of Sake- 
brewing, the temperature of ‘‘Moromi’’?? becomes high, making 
it strongly yellowish and flavorless, so that it often becomes difficult 
to prove itself a superior stuff. On the contrary, when we use a 
good polished rice-Koji and ferment it gradually in a proper tem- 
perature, in most cases we shall get an excellent slightly vellowish, 
flavoured product. And there are two kinds of Sake such as 
““Karakuchi’’? and ‘‘Amakuchi,’’!® but those do not necessarily 
mean the quality of Sake. ‘‘Amakuchi’’ Sake seems to be easily 
obtained from a highly polished material, compared with ‘‘ Kara- 
kuchi.’’ But in general, the special character of Sake must not be 
decided only by the degree of the polishing of rice. So we should 
be careful to observe every condition in the course of Sake-brewing 
to obtain an excellent stuff, using the same material. But at any 
rate the polishing degree of rice material must be first considered ; 
and the polishing degree should be adapted to the propagation of 
Aspergillus oryzae on Koji-making and to the growth of yeast at 


of Sake yeast and water. 
16) ‘*Amakuchi’’? means sweet taste and ‘‘Karakuchi’’? means not such 
a sweet taste. 
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the fermentation from the stand point of nutrition for the 
microrganisms. At the same time the useless and harmful material 
should be thoroughly removed. 

Lastly, the quality of Koji does not always need to be especially 
strong in its enzymie activity; but it is important that there should 
be a harmonious function in various directions, as in uniformly 
producing necessary substances for the growth of yeast, and in 
keeping up the fermentation of the thus produced substance, ever 
trying to provide conditions capable of holding a fair harmony 
between alcohol and other various products. This sort of mutual 
action is of course influenced remarkably by external conditions 
and various processes in the course of brewing. Therefore these 
processes must be properly carried out according to the nature of 
rice and rice-Koji as material, and observing always the opportune 
season for brewing various kinds of Sake. 
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UBER DIE FERMENTATIVE SPALTUNG DER 
VERSCHIEDENEN PHOSPHORSAUREESTER. 


VON 


KATSURA ASAKAWA. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1929.) 


Die Fermentwirkung ist abhangig von der Wasserstoffzahl des 
Mediums. Diese lingst bekannte Tatsache wurde aber noch nicht 
ganz klar erklart. Michaelis (1911, 1914, 1920) war der Erste, 
der sich emgehend mit dieser Frage beschaftigte. Er hat bei 
verschiedenen Fermenten die Ph-Aktivitaétskurve ermittelt, und 
aus der Form dieser Kurve und dem Wanderungssinne des Fer- 
ments im elektrischen Felde zog er den Schluss, dass die katalytische 
Wirkung von einer bestimmten Dissoziationsform des Ferments, 
namlich von Fermentsanion, Fermentskation oder undissoziierten 
Fermentsmolekiilen ausgefiihrt wird, und dass der Ph-Hinfluss auf | 
die Fermentwirkung kein anderer ist, als der auf die Ionisation 
des Fermentelektrolyten. Diese schone Erklarung steht aber im 
Gegensatz zu der Anschauung von Northrop (1920, 1923). Man 
sieht aus dessen ausgezeichneten Untersuchung mit dem proteoly- 
tischen Ferment, dass die Ph-Aktivititskurve je nach den verschie- 
denen Eiweissarten veranderlich ist, aber mit der Dissoziations- 
kurve der Substrate auffallend iibereinstimmt. Wenn wir das 
Ergebnis des Uberfiihrungsversuchs mit Pepsin von Pekelharing 
und Ringer (1911) in Betracht ziehen, so scheint es gerechtfertigt 
anzunehmen, dass die Beeinflussung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration bald von der elektrochemischen Natur des Ferments, bald 
von der des Substrats bestimmt wird. In dem ersten Fall handelt 
es sich um einen Nichtelektrolyt, z.B. Rohrzucker bei Saccharase, 
und im zweiten Fall z.B. um Eiweiss, das je nach der Wasser- 
stoffzahl den Dissoziationsgrad verandert. 
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Dieser Schluss, der aus Experimenten bei elektrochemisch 
extrem stehenden zwei Substraten gezogen wurde, hat selbstver- 
staéndlich keine Allgemeingiiltigkeit. Wie sich die elektrochemische 
Natur des Ferments oder des Substrats bei der Fermentwirkung 
verhilt, war daher der Gegenstand unserer genaureren Unter- 
suchung. Wir haben :dazu Substrate benutzt, die einfach aut- 
gebaut, stufenweise dissoziierbar und enzymatisch hydrolysierbar 
sind. Das erste Substrat war Monophosphorsdureester und der 
Versuch wurde mit dem /(-Glycerophosphat angefangen. Phos- 
phatase, die solche Ester spaltet, findet sich im Pflanzen- und 
Tierreich. Nach unserer Untersuchung ist dieses Ferment aber 
nicht einheitlich. Die pflanzliche Phosphatase, z.B. Taka-Phos- 
phatase aus Aspergillus oryzae, ist etwas ganz Anderes als die 
tierische, z.B. Nierenphosphatase. Die nach Kobayashi (1927) 
und Inouye (1928) gereinigte Taka-Phosphatase hat eine typische 
Dissoziationskurve von Pk 4,8 und das Ph-Optimum bei Ph 2,8, 
Nach der sauren Seite fallt diese Kurve ziemlich steil ab. Wir 
haben diese Kurve als die Dissoziationsrestkurve des Ferments- 
ampholyvten angenommen. Voriges Jahr hat der Verfasser die 
Darstellungsmethode der Nierenphosphatase und seine Studien tiber 
diese Phosphatase veroffentlicht. Dieses Ferment hydrolysierte 
das Glycerophosphat (Kahlbaum) optimal in schwaeh alkalischer 
Reaktion. Die optimale Aciditat war aber je nach der Konzentra- 
tion des Substrats beweghch. Die graphische Zeichnung der Ph- 
Aktivitatskurve fiihrte dann den Verfasser zu dem Ergebnis, dass 
dieses Ferment, wie ein Elektrolyt, nach der Wasserstoffionenkon- 
zentration des Mediums den Dissoziationsgrad verandert, und zwar 
entlang einer typischen Dissoziationskurve von Pk 9,2*, obwohl der 
ganze Verlauf der theoretisch angenommenen Kurve infolge der 
Alkaliempfindlichkeit des Ferments nicht verwirklicht werden 
konnte. Es war ausserdem sehr auffallend, dass die Nierenphos- 
phatase und die Taka-Phosphatase ganz unabhingige Wirkungen 


Berichtigung zu der vorigen Mitteilung (diese Zeitschrift, 10, 57): 
Auf §. 171,4. und 5. Zeile muss es statt Ph 8,2 heissen: Ph 9,2. 
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entfalteten. Die optimale Aciditaét des letzten Ferments war Ph 
3,1. Die Ph-Aktivitatskurve der beiden Phosphatasen stand gegen- 
einander, wie ein Spiegelbild, an den beiden Seiten des Neutral- 
punkts, Ph 7. 

Das zu dem Experiment benutzte Substrat war das umkristalli- 
sierte Glycerophosphat von Kahlbaum, das /-Glycerophosphat mit 
fiinf Molekiilen Kristallwasser. Der folgende Versuch wurde mit 
verschiedenen synthetischen Phosphorsaureestern ausgefiihrt. 


CH.—OH CH.—O\ CH, CH, 
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CH —OH CH —O6 CH, GH; 
r 7 
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a-Glycerophosphorsaure’ (I) wurde zuerst zum Experiment 
benutzt.. Dieser Ester wurde, wie /-Ester, in der Konzentration 
von M/1000 von Nierenphosphatase bei Ph 9 optimal hydrolysiert. 
Das Verhialtnis bei der Taka-Phosphatase war aber anders. Die 
optimale Spaltung des /-Esters wurde, wie bei den friiheren Ver- 
suchen, in Ph 3 beobachtet. Mit derselben Fermentlosung war der 
a-Ester bei Ph 5,54 optimal spaltbar. Bei dieser Aciditat war 
die Geschwindigkeit der Hydrolyse der beiden Ester fast gleich, 
aber als die Aciditét z.B. zu Ph 3 verstaérkt wurde, war die 
Differenz des Verhaitens der beiden Ester ganz deutlhch bemerkbar. 
Die Spaltung des /-Esters:fand dann ihre besten Bedingungen, 
dagegen wurde der a-Hster in weit geringerem Masse gespaltet. 

Acetonglycerophosphorsaure (II), deren Glycerinrest an den 
iibrigen OH-Gruppen, namlich bei a’- und f/-Stellungen mit Aceton 
besetzt ist, verhalt sich zu Nieren- und Taka-Phosphatase wie 
a-Glycerophosphorsaure. 

Die Veresterungsstelle der Phosphorsiure an Glyeerin hat 
darum einen auffallenden Untersuchied bei der enzymatischen 
Hydrolyse hervorgebracht. Da der Versuch mit dem Aceton- 
glycerophosphat so betrachtet wurde, dass die nicht phosphorierten 
OH-Gruppen des Glycerinrests dabei keine Rolle spielen diirfen, 
musste die Ursache in der Natur der veresterten OH-Gruppe des 
Glycerins aufgesucht werden. Bei dem a-Glycerophosphat war 
die betreffende OH-Gruppe in der Form von Primiralkohol, 
dagegen bei dem /-Ester in der Form von Sekundiralkohol yvor- 
handen. Die Entscheidung wurde folglich mit dem einfacheren 
Phosphorsaureester ausgefiihrt. 

Die fiir diesen Zweck ausgesuchten Substrate waren Propyl- 
(III) und Isopropylphosphorsaureester (IV). Diese beiden Ester 
der 3 C-atomigen isomeren Alkohole wurden von Nierenphos- 
phatase, wie Glycerophosphat, unter den Bedingungen der Versuche 
bei Ph 9 optimal, aber von der Taka-Phosphatase ganz eigentiim- 
lich gespalten. Die optimale Aciditiit war bei der Propylphosphat- 
spaltung Ph 5.5, wie bei a-Glycerophosphat. Bei der Isopropyl- 
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phosphatspaltung war sie Ph 3,1, wie bei 6-Glycerophosphat. 

Man weiss also nun, dass ein Phosphorsiureester, dessen 
chemische Konstitution sehr einfach genannt werden muss, von 
zwei ganz ausgepraegt differenten Fermenten gespalten wird, dass 
die Phosphorséure nach der Veresterunesstelle an dem mehrwer- 
tigen Alkohol ganz verschiedenartig von einem Ferment ange- 
eriffen wird, und dass die Differenz iiberhaupt von der Form des 
phosphorierten Alkoholrests, primar oder sekundiar, verursacht 
wird. 

Es ist auch interessant, hier das Resultat des Versuches mit 
der Glykolphosphorsiiure (V) zu erwahnen. In diesem Alkohol- 
rest sind die zwei OH in der Form von primarem Alkohol vor- 
handen. Der betreffende Phosphorsdureester kann aber, wie aus 
der Konstitutionsformel ersichtlich, so angenommen werden, dass 
eine -CH»-OH Gruppe der a- oder /-Glycerophosphorsiure durch 
ein Wasserstoffatom ersetzt wurde. Das Experiment ergab, wie die 
Regel erfordert, dass die Glykolphosphorsaure sich in derselben 
Weise verhalt, wie a-Glycerophosphorsaure. Diese Regel, die das 
Verhaltnis zwischen der Spaltbarkeit des Phosphorsaureesters und 
der chemischen Struktur des Alkoholrests bednet, kommt nicht zur 
Geltung, wenn ein aromatischer Kern den Wasserstoff des Alkyls 
substituiert. 

Benzylphosphorséure (VI) und /#-Phenathylphosphorsaure 
(VIL) wurden von Nierenphosphatase, als die Konzentration des 
Substrats M/1000 war, bei Ph 9,4 resp. 9,0 optimal gespalten, aber 
von Taka-Phosphatase, wie es bei der 6-Glycerophosphorsaure der 
Fall war, bei Ph 3 optimal hydrolysiert. 

Die Substitution mit der Phenylgruppe hat den aliphatischen 
primaren Alkohol derartig verdindert, dass er sich nun zu dem 
Ferment genau so verhialt, wie ein sekundiarer Alkohol. 

Man hat jedenfalls zwei Arten Phosphorsaureester, die nach 
der chemischen Natur des Alkoholrests von der Taka-Phosphatase 
bald bei Ph 3, bald bei Ph 5,6 optimal angegriffen werden. 

Phenyl(VIII) und Kresyl-Monophosphorsaure (IX)  ver- 
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halten sich zu den Phosphatasen wie /-Glycero- und Benzyl- 
phosphorsaure. Sie sind optimal spaltbar von dem Nierenferment 
bei Ph 9,9 und von dem Takaferment bei Ph 3. Die Steigerung 
der Konzentration des Substrats auf M/25 hat bei Nierenferment 
das Optimum, wie erwartet, bis Ph 10,3 verschoben. 

Die optimale Hydrolyse der Phosphorséureester durch die 
Nieren-Phosphatase in der endlichen Konzentration des Substrats 
von M/1000 wurde nicht in derselben Aciditat ausgefiihrt : Phenyl!- 
und Kresyl-phospheorséure bei Ph 9,9, Benzylphosphorsaure bei 
Ph 9,4 und Phenathylphosphorsiure und die iibrigen bei Ph 9. 
Wie aus dem experimentellen Teil ersichtlich, waren die erstge- 
nannten Ester am raschesten spaltbar, und demniachst folete der 
Benzylester. In der vorigen Mitteilung hat der Verfasser aber 
dazu bemerkt, dass das Optimum der (6-Glycerophosphathydrolyse 
nach der Steigerung der Substratskonzentration zu dem egrésseren 
Ph verschoben werden kann, und hat eine Ursache in der Schutz- 
wirkung des Substrats gegen die Alkali Inaktivierung des Ferments 
erkannt. Wenn aber die Substrate andererseits iiberhaupt 
fermentativ rasch hydrolysierbar sind, kann es vorkommen, dass 
die Inaktivierung durch die gesteigerte Alkalizitaét nicht hinreicht, 
die Aktivitatszunahme der Phosphatase zu unterdriicken. Damit 
ist es verstandlich, dass, je leichter hydrolysierbar die Phosphor- 
saureester sind, desto mehr ihr Optimum auf der erhdhten alka- 
lischen Reaktion beruht. 

Wenn man an den am Benzolkern hydroxylierten Kohlen- 
wasserstoffen die Struktur der tertiiren Alkohole betrachten will, 
so fihrt das Verhaltnis bei den Phenyl- und Kresyl-Phosphor- 
sauren zu dem Schluss, dass sich die phosphorierten sekundiren 
und tertidren Alkohole enzymatisch in gleicher Weise verhalten. 
Aber die endgiiltige Entscheidung muss mit dem Ester des alipha- 
tischen Alkohols getroffen werden. Und wie die hydroaromatischen 
Alkohole nach der Phosphorierung zu der fermentativen Spaltung 
sich verhalten, ist auch vom Interesse. Untersuchungen dariiber 
sind am hiesigen Institut im Gange. 
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Die bisher untersuchten Monoester erfuhren alle ihre optimale 
Spaltung durch die Nierenphosphatase bei Ph 9-10. Als der Ver- 
fasser von dem Monoester zu dem Diester der Orthophosphorsaure 
tiberging, fand er ein anderes Verhalten zu den Phosphatasen. 

Diphenyl-Monophosphorsaéure (X) wurde von Taka-Ferment 
optimal bei Ph 5,6, aber ganz auffallender Weise von Nierenferment 
bei Ph 7,7 optimal hydrolysiert. Hier war also eine ausgepragte 
Verschiedenheit zwischen Mono- und Di-ester der Phosphorsaure 
vorhanden. Ich habe zuerst die Darstellung des Phosphorsaure- 
Monophenylesters nach _ITwatsuru (1926) versucht. Das erwor- 
bene Kalisalz kristallisierte schon in Blattchen. Aber da es eine 
erosse Menge Diphenylphosphorsaures Kalium enthielt, mussten 
die Mono- und Di-Phenylester gesondert als Chloride fraktioniert 
und dann in die entsprechenden Saéuren tibergeftihrt werden. 

Das eigentiimliche Verhalten des Di-Esters der Phosphorsaure 
wurde auch bei der Diglycerophosphorsiure (XI) und Diathyl- 
phosphorsdure (XII) festgestellt. 

Die Di-Ester der Phosphorsaiure sind tiberhaupt schwerer 
hydrolysierbar als die entsprechenden Monoester. Die optimale 
Spaltung der Di-Ester durch das Nierenferment bei Ph 7,7 konnte 
eventuell dadurch verursacht werden, dass die Inaktivierung durch 
Alkalizitat bei einem solchen zeitlich verlangerten Versuche iiber- 
hand nehme, und dass die Phosphatase schhesslich bei einer ver- 
haltnismassig schwach alkalischen Reaktion ihre gitinstigste Be- 
dingung gefunden habe. Es war aber nicht der Fall. Die 
gepufferte Fermenthisung wurde bei Ph 7,7 und 9,0 tiber Nacht 
in den Brutschrank von 37°C gestellt und dann mit Glycero- 
phosphat versetzt. Die Konzentration der Ferment- und Sub- 
stratlésungen war wie bei den sonstigen Versuchen. Aber die 
Phosphorsaureabspaltung fand in weit grosserem Masse bei Ph 9 
als bei Ph 7,7 statt. Die Steigerung der endlichen Konzentration 
des Di-Esters auf M/25 und die Verkiirzung der Versuchszeit 
hatten auch keine Verschiebung des Optimums herbeigefiihrt. Es 
musste also das Optimum der Hydrolyse des Di-Esters bei Nieren- 
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phosphatase als Ph 7,7 bezeichnet werden. 

Eine Beziehung der Wirkung des Ferments zu der chemischen 
Konstitution des Substrats ist schon seit friiherer Zeit anerkannt. 
Aber eine solche Regelmassigkeit, wie sie hier gefunden worden 
ist, ist doch als sehr merkwiirdig zu erwihnen. Die zusammen- 
gefassten Ergebnisse sind unten tabellarisch aufgezeichnet. 


Ph-Optimum bei 


Taka-Phosphatase | Nierenphosphatase 


B-Glycerophosphorsiure all 9:0 


| 

TIsopropylphosphorsaure | 5 ” 

ie Phenathylphosphorsaiure a 39 
Benzylphosphorsiiure es 9.4 
Phenylphosphorsiure 5 Oo) 

Kresylphosphorsaure 55 ” 
a-Glycerophosphorsaure 5.9 9.0 

Acetonglycerophosphorsaiure x » 

II. | Glykolphosphorsiure oD oP 

Athylphosphorsiiure J _ 

Propylphosphorsaure ap » 
Diphenylphosphorsaure D0 7.8 

rca Dikresylphosphorsaiure 6 ”» 

Diglycerophosphorsiure a | a 

Diithylphosphorsiure 8 ” 


Bei dem Versuch mit f-Glycerophosphat wollten wir an- 
nehmen, dass die Ph-Abhangigkeit der Phosphatase mit dem Dis- 
soziationszustand des Substrats gar nichts zu tun habe. Pk dieses 
Monoesters bei der zweitstufigen Dissoziation ist 6.11 (Kobayashi, 
1926) oder 6,31 (Meyerhof, 1926). Pk bei der erststufigen Dis- 
soziation ist 1,4 nach Meyerhof. Die aus dem schénen Verlauf 
der Ph-Aktivitatskurve bei dem /-Glycerophosphat erworbenen 
Dissoziationskonstanten, nimlich Pk 4,8 bei Taka-Phosphatase und. 


ee 


SS 


a a ee 
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Pk 9,2 bei Nierenphosphatase, liessen uns.ohne weiteres irgendeinen 
Zusammenhang der Ph-Abhangigkeit mit der Dissoziation des Sub- 
strats ausschliessen. 

Aber als wir diese zwei Phosphatasen auf andere Substrate 
einwirken liessen und einen innigen Zusammenhang zwischen der 
Lage des Ph-Optimums und der chemischen Konstitution der Sub- 
strate fanden, kamen wir in die Lage, einen anderen Faktor als 
die Dissoziation der Fermente in Erwaégung ziehen zu miussen. 
Dies um so mehr, als die Spaltung des a-Glycerophosphats bei 
Ph 5,6 durch Taka-Phosphatase wohl fast in gleichem Betrag wie 
bei $-Glycerophosphat stattfindet, aber bei Zunahme der Aciditat 
sich immer mehr vermindert, wahrend die des 6-Glycerophosphats 
dabei noch vergrossert wird, bis die Aciditaét Ph 3 erreicht ist. 

Wir wollen also den Dissoziationsgrad des Ferments und 
eleichzeitig des Substrats in den Gedankengang einfiihren. Mit 
demselben Problem hat sich Northrop beschaftigt und kiirzlich 
(1928) angegeben, dass diese beiden Faktoren bei der ereptischen 
Spaltung der Dipeptide die Lage des Optimums bestimmen. Er 
hat dabei Pk des Ferments aus der optimalen Aciditat und Dis- 
soziationskonstante des Substrats ausgerechnet und aus der tiber- 
einstimmenden -Zahl der Pk-Werte die Giltigkeit der Theorie 
eefolgert. 

Bei den Phosphatasen wollen wir nun annehmen,, dass die 
dissoziierten Ionen der Substrate und die undissoziierten Ferment- 
molekiile reagieren oder, dass die undissoziierten Substratsmolekiile 
und die dissoziierten Fermentionen wirken. Nach dem Massen- 
wirkunesegesetz ist die Reaktionsgeschwindigkeit (V) dem Produkte 
der Konzentrationen der reagierenden Agenzien proportional. 
Wir bezeichnen mit 


oo oe ae die gesamte Konzentration des Substrats, 

eid] oa 24 die Konzentration des Substratsanions, 

a bans geese die Konzentration des undissoziierten Substrats, 
ein Meee eee die gesamte Konzentration des Ferments, 
pre cae die Konzentration des Fermentsanions, und 
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BRRIgG tanto die Konzentration der undissoziierten Ferments- 
molekiile. 
Daraus folgt 


Wek pe SPM tome enn se xe (1) 
COAST nh UES Gal SL IES jl oe ea oh (2). 
Das Massenwirkungsgesetz fordert 
! 
[S) (Ht ggg e ENS) Sig 
[S]-[S] oP We eee led Ke 
pd ee | (epee hee 
ON eg iS 8 Ue K,+[H*] 


Im Fall der Gleichung (1) ist 


veel) eee 
(Ke+ {H*]) (K,+[H*]) 


Wenn die gesamte Konzentration des Substrats und Ferments 
konstant ist, wird die Reaktionsgeschwindigkeit von der Wasser- 
stoffzahl bestimmt. Die maximale Geschwindigkeit wird erhalten, 

| H*] en eee r : 
wenn (K, 41H") (K+ [8 maximal ist, d.i. wenn das Rezi- 


prokal minimal ist. 
Daraus folet 


a( ue +1)(K,+[H") 


| H*] ae ee K, ot Ky fol 
a [H*] [H+ [At] (7 
Ki Ks _1, [H*]=yK,-K, und Pha Fe&et+Pk. (gy 
(H+ , 2 


Im Fall der Gleichung (2) wird das Maximum von V in derselben 
Weise erhalten, wie Ph der Durehschnitt des Pk: und Pks ist. 
Taka-Phosphatase ist ein Ampholyt, und das undissoziierte 
Molektil wirksam. Pk, ist 4.8. Von Pk» wissen wir vorlaufig nichts. 
Nach Meyerhof ist Pk der (-Glycerophosphorsiure 1,4. Die 
optimale Aciditaét soll nach der Gleichung (3) Ph 3,1 sein, wie 
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wir bei dem Experiment wirklich gesehen haben. Daraus folet 
dann, dass die Taka-Phosphatase in dem undissoziierten Zustand 
mit dem lon der /-Glycerophosphorsiiure oder des mit ihr zu der- 
selben Gruppe gehérenden Esters in der ersten Dissoziationsstufe 
reagiert. Da an der weniger sauren Seite des Ph-Optimums die 
erststufige Dissoziation der Ester praktisch vollstandig ist, wird 
die Ph-Aktivitatskurve an dieser Zone von dem Substrat nicht 
beeinfiusst. Dies war auch der Fall. An der sauren Seite des 
Optimums fallt die Kurve ziemlich steil ab, wie Inouye unter- 
sucht hat. Dies kann vielleicht damit erklart werden, dass die 
Konzentration des undissoziierten Fermentampholyten und des 
undissoziierten Esters gleichzeitig abnimmt, Inouye hat has 
Optimum bei Ph 2,8 gefunden. Aber dabei war die Konzentration 
des Substrats ziemlich hoch, und der Dissoziationsgrad des Sub- 
strats soll nur einen geringen Einfluss ausgeiibt haben. Der Ver- 
fasser hat spater wiederholt das Optimum bei Ph 3,1-3,2 fest- 
gestellt, wobei die Konzentration des Substrats M/1000 war. 

Wir kommen nun zu der Il. Gruppe des Monoesters, der 
a-Glycerophosphorsaure und den anderen, die von der Taka-Phos- 
phatase bei Ph 5.6 optimal gespalten werden. Wir nehmen hier 
an, dass die undissoziuerten Fermentmollektile mit dem auf der 
zweiten Stufe dissozuerten Phosphorsidureester reagieren. Diese 
Annahme stimmt mit dem Resultat des Experiments gut iiberein. 
Die zweite Dissoziationskonstante der Glykolphosphorsaure wurde 
vom Verfasser als Pk=6,3 ermittelt. Pk der Taka-Phosphatase ist 
4,8. Das berechnete Ph-Optimum ist 5,55 und das experimentell 
gemessene war 5,5. Die Propylphosphorsaure hat Pk 6,5. Das 
berechnete Ph-Optimum ist 5,6 und das gemessene war 5,5. 

Nierenphosphatase hat Pk von 9,2. Wie oben erwahnt, wirkte 
dieses Ferment auf die Monoester der Phosphorsaure bei Ph 9-10 
optimal. Dies ist aber nicht das eigentlche Optimum, weil die 
Inaktivierung durch die Alkalizitit an der alkalischen Seite des 
Optimums steigend stirker hervortritt. Diese Inaktivierung kann 
aber, wie es der Verfasser untersucht hat, durch die Steigerung der 
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Kxonzentration des Substrats mehr oder weniger gehemmt werden, 
und das Ph-Optimum wird darum zu der starker alkalischen Reak- 
tion verschoben. Der aus der experimentell erhaltenen Kurve 
gemessene Pk-Wert ist, wie erwahnt, 9,2. 

Wir nehmen an, dass die Monoester der Phosphorsaure iber- 
haupt in dem total dissoziierten Zustand mit dem Ferment re- 
agieren. Im Bereich der Dissoziationskurve der Nierenphosphatase 
sind soleche Ester total ionisiert, darum deckt sich die Ph-Aktivitats- 
kurve dieser Phosphatase in Bezug auf jene Ester praktisch mit 
der Dissoziationskurve des Ferments. , 

Bei der dritten Gruppe der Phosphorsaureester, naémlch bei 
den Di-Estern ist das Verhaltnis ganz anders. Die Diphenyl- 
phosphorsaure ist eine einbasische Saure, und ihre wassrige Losung 
reagiert stark sauer gegen Congorot. Die Dissoziationskonstante 
war schwer zu bestimmen, aber annaherungsweise als in der 
Ordnung von 10 anzugeben. Solche Saure ist in dem, Wirkungs- 
bereich der Phosphatasen, pflanzlich oder tierisch, im total dis- 
soziierten Zustand vorhanden. Die theoretische Berechnung des 
Optimums scheint aber kaum ausftihrbar. Aber wenn wir statt 
des Di-Esters den entsprechenden Monoester im elektrochemischen 
Sinne in Erwagung ziehen wollen, stimmt die Rechnung gut mit 
dem experimentellen Resultat tiberein. Die zweite Dissoziations- 
konstante der Monophenylphosphorsiure war Pk 6,12. Das 
berechnete Optimum ist bei Takaferment also Ph 5,5 und _ bei 
Nierenferment Ph 7,8. Bei der Di-Glycerophosphorsiure war dies 
auch der Fall. Die Ubereinstimmung ist zu genau, um sie als 
zufallig zu betrachten. Unter dem Vorbehalt der vorlaufigen 
Annahme, bis noch bei anderen Fermenten eine Analogie gefunden 
wird, kann man doch sagen, dass die elektrochemische Natur des 
Phosphorsdurediesters in ihrer Fermentkinetik von der des dariu 
enthaltenen Monoesters bedingt wird. 

Wir haben bisher die Nierenphosphatase als Saiure behandelt. 
Wenn wir dieses Ferment als Base annehmen, ist Pk 14—9,2=4,8. 
Bei den Monoestern der Phosphorsiure reagiert das undissoziierte 
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Ferment mit dem total dissoziierten Substrat. Bei den Diestern 
ist der Dissoziationsgrad des darin chemisch gebundenen Mono- 
esters massgebend. Die Berechnung kann einfach ausgefiihrt 
werden und die Lage des Optimums wird nicht verandert. 


Experimenteller Teil. 


I. DARSTELLUNG DER FERMENTLOSUNGEN. 


Die Fermentlésung, die zu solchen Versuchen gebraucht wird, 
muss moelichst frei sein einerseits von irgendeinem Stoff, der die 
Geschwindigkeit der Fermentreaktion beeinflusst, und andererseits 
von Phosphor, sowohl von anorganischer Phosphorsaure als auch 
von dem enzymatisch spaltbaren Phosphorsiureester. Dieser 
Forderung entsprachen die gereinigte Taka-Phosphatase nach 
Kobayashi-Inouye (1927, 1928) und die Nierenphosphatase 
nach dem Verfesser (1928). 


Il. DarsteLLUNG DER PHOSPHORSAUREESTER. 


A. a-Glycerophosphorsdure. 

a-Glycerophosphorsaure wurde nach der Angabe von Zetzsche 
und Aschlimann (1926) als Bariumsalz dargestellt. a-Chlor- 
hydrin wurde zuerst in Glyeid verandert, und dieses wurde mit 
siruposer Phosphorsiiure behandelt. Bei der Analyse wurde das 
Bariumsalz bei 100°C unter vermindertem Druck tiber P.O; 
cetrocknet. 0,93240@ davon wurden im Messkolben in 100 cem 
Wasser gelést. In den aliquoten Teilen wurde Barium als Sulfat 
eravimetrisch und Phosphor nach Briges kolorimetrisch analysiert. 

C3H;O¢PBa (307,466) berechnet: P 10.1%, Ba 44.7% 

gefunden: P 10.15%, Ba 44.3% 


B. Acetonglycerophosphorsaure. 
Acetonglycerophosphorsaure wurde nach Fischer und 
Pfahler (1920) dureh Phosphorierung des Acetonglycerins in 
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Chinolin mit POCI,; als gut kristallisierbares Bariumsalz dar- 
gestellt. 0.59075 @ des scharf getrockneten Salzes wurde wie oben 
analysiert. 


CoHinO¢PBa (347.498) berechnet: P 8.95%, Ba 39.07% 
gefunden: P 8.86%, Ba 39.1% 


C. Glykolphosphorsaure. 

Glykolphosphorsiure wurde nach Carré (1905) dargestellt. 
Aquivalente Menge von Glykol und I8%iger phosphorsaure 
wurde am Riickflusskithler im Olbad von 140-145°C bei 15-18 mm 
Druck 10 Stunden erhitzt. Der Kolbeninhalt wurde nach Ab- 
kiihlung in Wasser geldst und 1 Stunde gekocht, um die bei- 
gemischte Diglykolphosphorsdéure in Monoester tiberzuftihren. Die 
abgekiihlte Lésung wurde mit Bariumearbonat im Uberschuss 
versetzt und filtriert. Da die Erlangung des Bariumsalzes der 
Glykolmonophosphorsaure durch Erhitzung des Filtrats nicht 
gelane, wurde dieses mit Alkohol bis zur Triibung versetzt, und die 
ausgeschiedenen Kristalle wurden getrocknet und analysiert. Die 
Produkte erwiesen sich aber als Gemisch der Mono- und Diglykol- 
Phosphorsaure in ihrem Bariumsalz. Daher wurden sie wieder in 
Wasser gelost und mit der ausgerechneten ungeniigenden Menge 
von Baryt versetzt und gekocht. Eine leichte Triibung wurde dureh 
Wasserzusatz gelost, und eine Spur von Baryt dureh CO» entfernt. 
Aus der konzentrierten Losung konnte das Barium-Glvkolmono- 
phosphat durch Alkoholversatz ausgefallt werden. 0.61414¢@ des 
tiber Schwefelsiure bei Zimmertemperatur getrockneten Salzes 
verloren bei 100°C unter vermindertem Druck (15 mm) iiber P.O; 
0.05397 @ Wasser. Das kristallwasserfreie Salz wurde wie oben 
analysiert. 


C.H;0;P Ba-114%4 Wasser berechnet: Kristallwasser 1.5 Mol 
gefunden : 1.47 Mol 
C2H;0;P Ba (277.45) berechnet: P 11.18%, Ba 49.7% 
gefunden: P 11.07%, Ba 49.9% 
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D. Propylphosphorsiure. 

Propylphosphorsiure wurde wie folet dargestellt: 9¢@ Pro- 
pylalkohol wurden mit dem Gemisch von 5 g@ kristallisierter Phos- 
phorsaure (98%) und 7g Phosphorpentoxyd versetzt. Die von 
selbst heiss gewordene Reaktionsmasse wurde, nachdem sie bei 
Zimmertemperatur bis zum Abkiihlen stehen gelassen war, in 
300 cem Wasser gelost und mit fein pulverisiertem Baryt bis zur 
schwach alkalischen Reaktion versetzt und von dem tiberschiissigen 
Baryt dureh Kohlensaure befreit. Als das klare Filtrat auf dem 
siedenden Wasserbad konzentriert wurde, schwebte eine amorphe 
Masse an der Oberflaiche der Lisung. Sie wurde abfiltriert, und 
bei weiterer Konzentration schieden sich reichliche Kristalle aus, 
die auf dem Heisstrichter gesammelt wurden. 

0.61325 @ des iiber CaCl. bei Zimmertemperatur getrockneten 
Salzes woe 0.54267 2g nach dem Trocknen bei 100°C itiber P.O; 
unter vermindertem Druck. Gewichtsverlust 0.07058 ge. 

C,;H;O,PBa 2H2O  berechnet: Kristallwasser 2 Mol 

gefunden : 1.98 Mol 

C3H;OsPBa (275.466) berechnet: P 11.26%, Ba 50.1% 

gefunden P 11.33%, Ba 49.5% 


EE. Isopropylphosphorsdure. 
Isopropylphosphorsaéure wurde als Bariumsalz in der gleichen 
Weise dargestellt, wie Lossen und Kohler (1891) bei der 
Monoathylphosphorsauresynthese ausgegangen sind. 0.64876 ¢ des 
iiber CaCl, aufbewahrten Bariumsalzes verloren bei 100°C tiber 
P.O; unter vermindertem Druck 0.07574 ¢ Wasser. 0.57302 ¢ des 
kristallwasserfreien Salzes dienten zur Analyse. 
C3H;O,PBa:2H.O:gefunden: Kristallwasser 2.02 Mol. 
C3H;04PBa (275.466) berechnet: P 11.26%, Ba 50.1% 
gefunden: P 11.19%, Ba 50.23% 


FE. p-Phenithylphosphorsaure. 


$-Phenithylphosphorsaure konnte als Kaliumsalz auf folgende 
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Weise dargestellt werden: 15g POCls; wurden mit Phenylathyl- 
alkohol zusammengebracht und auf dem Sandbad bis zum Aufhoren 
der Salzsiuregasentwickelung erhitzt. Das Reaktionsgemisch 
wurde, um dem iiberschiissigen POCl; zu beseitigen, zuerst unter 
Kiihlune mit Kaltemischung mit Hiswasser versetzt, und dann 
unter starker Umriihrung 35 g K,CO3 in 30 ccm Wasser zugesetzt. 
Der nicht reagiert habende Phenylathylalkohol wurde im Scheiden- 
trichter mit Ather ausgezogen. Die wisserige Lésung wurde auf 
dem siedenden Wasserbad eingeengt. Eine anfangs ausgeschiedene 
kristalloide Substanz wurde abfiltriert, da sie sich analytisch als 
nicht erforderlich erwies. Das Filtrat wurde weiter eingedampft, 
und der Riickstand wurde mit heissem Alkohol ausgezogen. Die 
nach dem Eindampfen des Extrakts verbliebene Masse wurde 
wieder mit Absolutalkohol bei Zimmertemperatur extrahiert. Aus 
der bis zur Triibung mit Ather versetzten alkoholischen Lésung 
schied sich das Kalium Phenathylphosphat im Laufe von 24 
Stunden in kleinen nadeligen Kristallen aus. Ausbeute 7e. 
0.53447 g des in Exsikator tiber H2SO; aufbewahrten Salzes wogen 
nach dem Trocknen iiber P2O; bei 100°C unter vermindertem 
Druck 0.50152 g, Der Gewichtsverlust war 0.03295 g. Am getrock- 
neten Salz wurde der Phosphorgehalt gemessen. 
CgsH)04PK2:-I H20 gefunden: Kristallwasser 1.01 Mol 
CgsH)04PKe (278.312) berechnet: P 11.15% 
gefunden: P 11.08% 


G. Benzylphosphorsdure. 

3enzylphosphorsaure wurde schon von Zetzsche und Nach- 
mann (1925) dargestellt. Der Verfasser hat zuerst nach den 
Angaben der erwihnten Autoren die Synthese zu wiederholten 
Malen versucht, ohne ein gutes Resultat erzielen zu kénnen. In- 
folgedessen versuchte er eine abgedinderte Methode. 

Aquivalente Mengen von Benzylehlorid (M/10) und 98 %iger 
Phosphorsaure (M/10) wurden unter Kiihlung in Hiswasser por- 
tionsweise mit frisch hergestelltem Silberoxyd (M/20) dureh- 
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gemischt. Nach kurzer Erwirmung im Wasserbad wurde das 
teigige Gemenge mit Ather umgeriihrt und mit einer gesattigten 
Kaliumearbonatlésung bis zur schwach alkalischen Reaktion ver- 
setzt. Die von dem Silberchlorid abfiltrierte wiasserige Losung 
wurde dann auf dem siedenden Wasserbad eingedampft, und der 
Ruckstand mit heissem Absolutalkohol extrahiert. Das Kalium 
Benzylphosphat schied sich aus dem Auszug nach Atherzusatz in 
24 Stunden als kleine nadelige Kristalle aus. 0.45249 @ des im Ex- 
sikator aufbewahrten Salzes verloren 0.02869 @ Kristallwasser beim 
Trocknen iiber P2O; bei 100°C unter vermindertem Druck. 0.4238 2 
des getrockneten Salzes dienten zur Analyse. 

C;H;0,PK2:1H:O gefunden: Kristallwasser 0.993 Mol 

C7H7;0sPK2 (264.296) berechnet: P 11.76% 

gefunden: P 11.72% 


H. Phenylphosphorsdure 

Die Synthese der Phenylphosphorsiure wurde zuerst nach 
Iwatsuru (1926) vorgenommen. Der Verfasser konnte auch das 
-Reaktionsprodukt als schéne blattchenformige Kristalle bekommen. 
Aber da das beigemengte Kaliumdiphenylphosphat trotz wieder- 
holter Darstellungen und Umkristallisation schwer abtrennbar 
war, wurde eine andere, aber umstindliche Methode ausgearbeitet. 
Sie kann als ein kombiniertes Verfahren nach den Jacobsonschen 
(1875) und Rappschen (1884) Methoden angesehen werden. 

160g POClz; wurden in Rundkolben portionsweise unter 
Schiittelung mit 94¢@ Phenol versetzt und auf dem Sandbad am 
Riickflusskiihler bis zum Aufhéren der Salzsiiuregasentwickelung 
10-12 Stunden erhitzt. Der hellgelbliche Inhalt wurde dann destil- 
liert, und die bei 230°-255°C iibergehende Fraktion wurde 
gesammelt und in 400 cem warmes (50°) Wasser unter starker 
Umriihrung in kleinen Portionen eingegossen. Dabei wurde das 
Monophenylphosphoroxydichlorid zur Monophenylphosphorsiure 
hydrolysiert, die in Lésung tiberging. Das in kleiner Menge bei- 
gemischt vorhandene Diphenylphosphoroxychlorid, welches unter 
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solehen Bedingungen. schwer zu spalten war, und die eventuell 
dabei entstandene Diphenylphosphorsaiure blieben aber als dlige 
Masse am Boden. Nach einer Stunde wurde die wasserige Losung 
im Wasserbad von 40°C unter vermindertem Druck eingeengt und 
dann mit Ather durchgeschiittelt. Die Extraktion wurde wieder- 
holt. Beim Eindampfen des gesamten Auszugs kristallisierte die 
Phenylphosphorséure in kleinen Nadeln, die aus Chloroform 
wnkristallisiert werden konnten. Schmelzpunkt 98°C. 1.04573 ¢ 
der bei 56°C unter vermindertem Druck getrockneten Substanz 
wurden analysiert. 

CgH;O4P (174.096) berechnet: P 17.82% 

gefunden: P 17.90% 

10cem M/10 Losunge der Séure wurde mit 15cem M/10 
NaOH versetzt. Ph 6.12. Die zweite Dissoziationskonstante ist 
also als Pk ausgedriickt 6.12. Die Phenylphosphorsaure konnte 
auch in das gut kristallisierende Natriumsalz tibergefiihrt werden. 
Die wasserige Losung wurde mit Natronlauge bis zur sehwach 
Rosarotfarbung des Phenolphtaleins neutralisiert und mit Alkohol 
bis zur Trtibung versetzt. Das Salz schied sich in kleinen Nadeln ° 
aus. Diese wurden mit absolutem Alkohol, dann mit Ather 
gewaschen und getrocknet. Hin Molektil Kristallwasser. Die 
kristallwasserfreie Substanz zeigte die folgende Analyse: 

CgHsPO,Naz (218.08) berechnet: P 14.2% 

gefunden: P 14.28% 


I. o-Kresylphosphorsaure. 
o-Kresylphosphorsaure wurde wie Phenylphosphorsadure dar- 
gestellt. Der Schmelzpunkt der bei 56°C unter vermindertem 
Druck getrockneten Saéure war 95°C. Pk 6.09. 
C,Hy,O,P (188.11) bereehnet: P 16.5% 
eefunden: P 16.8% 


J. Diphenylphosphorsdure. 


120 g POCI; und 140 @ Phenol wurden, wie bei der Darstellung 
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der Monophenylphosphorsiure, behandelt. Die bis 270°C unter 
gewohnlichem Druck siedende Fraktion wurde abdestilliert. Der 
zurtckbleibende Sirup wurde in Portionen mit Wasser von 50°C 
versetzt und bei Zimmertemperatur 1—2 Stunden stehen gelassen, 
um das noch etwas gemengte Monophenylphosphoroxyehlorid in die 
wasserloésliche Siure tiberzufithren.. Die untere dlige Schicht 
wurde mehrmals mit kaltem Wasser gewaschen und dann mit 
gesattigtem Kaliumearbonat versetzt, bis die Loésune sehwach 
alkalisch reagierte. 

Dabei schied sich Triphenylphosphorsaureester kristallinisch 
aus. Die davon abfiltrierte wasserige Losung wurde auf dem 
Wasserbad eingedampft und abgekiihlt. Die ausgeschiedenen 
Kvistalle wurden scharf abgesaugt, in absolutem Alkohol gelost 
und mit Ather versetzt. Diphenylphosphorsaures Kalium schied 
sich in blatterformigen Kristallen aus. Ausbeute 70%. Das 
Kahumsalz enthalt 2 Molektil Kristallwasser, das tiber PsO; bei 
100°C unter vermindertem Druck befreit wird. Die Analyse gab: 
Cy2HyoPO1K (306,24). 

berechnet: P 10,18% 
gefunden: P 10.35% 


K. Diglycerophosphorsdure. 
Diese Saéure wurde von Inouye im hiesigen Institut nach 
Tutin und Hann (1906) als Calciumsalz dargestellt. Aus 
Wasser kristallisierte es in langlichen Nadeln aus. Schmelzpunkt 


249°C, 


~ LL. Ditthylphosphorsiure. 
Diese Saure wurde nach Cavalier (1898) von Inouye dar- 
gestellt. Ich spreche Herrn Inouye meinen besten Dank fiir die 
freundliche Uberlassung der Priparate aus. 


Ill. VERSUCHSANORDNUNG. 


M/200 der Substratlosungen wurden hergestellt. Bei dem 
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Bariumsalz wurde eine abgewogene Menge in Wasser gelodst, mit 
dem berechneten Kaliumsulfat versetzt, auf das bestimmte Volumen 
mit Wasser verdiinnt und von dem Bariumsulfat abfiltriert. 
Pufferlosung war Acetat-Essigsiure (M/2), Glykokoll-Natron 
(M/10) oder Borax-Borséuremischung nach Palitzsch (1915). 
Versuchslosung bestand aus: 


M/200 Substratlésung 5.0 cem 
Puffer 5.0 cem 
‘Wasser 10.0 cem 
Fermentlosung 5.0 cem 


Die endliche Konzentration des Substrats war also M/1000. 

Die abgespaltete anorganische Phosphorsaure wurde nach 
Briggs kolorimetrisch ermittelt. Die in den folgenden Protokollen 
angegebene Zahl bedeutet die Phosphorsaure als P in mg in 1 eem 
der Versuchslosung. Wenn die Konzentration des Substrats ge- 
steigert werden sollte, wurde eine Losung von M/10 hergestellt. 
Die Versuchslosung war dabei wie folgt: 


M/10 ~~ Substratlosung 10.0 cem 
Puitfer 10.0 cem 
Fermentlosung 5.0 eem 


Da die vorliegenden Versuche schrittweise mit der jeweiligen 
Darstellung der Substrate ausgefiihrt wurden, musste der Ver- 
fasser die Fermentlosungen dazwischen neu nach derselben 
Methode herstellen. Der Fermentgehalt war fast gleich, doch 
wurde in den Protokollen die Fermentl6sung mit (A) oder (B» 
angemerkt. Wenn die Phosphorabspaltung sehr schnell fort- 
geschritten war, wurde die Fermentlosung vorher verdiinnt. 1% 
Fermentlosung bedeutet 2 fach verdiinnt. 
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IV. VERSUCHE. 


I. Takaphosphatase. 


A. -8-Glyeerophosphorsiure (M/1000) + Takaferment (A). 


16 


3 


ey Z st ; 
a Seay % St. i St. 2% St. 
S17 0.0160 0.0234 0.0310 

5.58 0.0090 0.0140 0.0198 


B. £§-Glycerophosphorsiiure (M/1000) +'Takaferment (B). 


ae oe a Y St. 1 St. 2M St. 
2S = 

S21 0.0132 0.0212 0.0302 
5.92 0.0081 0.0128 0.0185 
C. a-Glycerophosphorsiiure (M/1000) + Takaferment (A). 

a ig: Y% St. 1 St. 2% St. 

= 

2.89 0.0045 0.0061 0.0067 
3.63 0.0004 0.0067 0,0098 
4.54 e 0.0064 0.0089 0.0120 
5,16 0.0084 0.0110 0.0155 
D.54 0.0088 0.0128 0.0196 
5.78 0.0085 0.0112 0.0160 
6.28 0.0068 0.0067 — 
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D. Acetonglycerophosphorsiure (M/1000) +Takaferment (A). 
—< 
ee 1S 1 St. Uy St. 
SS 
3.10 0.0057 0.0061 0.0072 
4.58 0.0074 0.0108 0.0123 
3.599 0.0094 0.0154 0.0197 


KE. Glykolphosphorsiure (M/1000) +Takaferment (B). 


Be ae Yy St. 1 St. 2M St. 
3.18 0.0034 0.0044 0.0053 
ay 0.0052 0.0067 0.0077 


F. Propylphosphorsaure (M/ 


“8 Steck Wy St 1 St. 2M St. 
3.50 0.0057 0.0094 0.0142 
5.34 0.0084 0.0132 0.0175 
5.53 0.0088 0.0137 0.0177 
5.70 0.0084 0.0130 0.0173 


G. Isopropylphosphorsiure (M/1000) + Takaferment (B). 


ae y F 

ah Vee Vy St 2 St. 
3.12 0.0077 0.0184 
3.95 0,0070 0.0165 
5.34 0.0051 0.0132 


Die Spaltung der verschiedenen Phosphorsiureester. 165 


i: 8-Pheniithylphosphorsiiure (M/1000) + Takaferment (A). 


ay sae % St. 1 St. 2% St. 
3.28 0.0119 0.0185 0.03814 

4,32 0.0110 0.0168 0.0280 

5.55 0.0103 0.0140 ~ 0.0235 

OTT 0.0078 0.0122 0.0203 

I. Benzylphosphorsiiure (M/1000) +.Takaferment (B). 

Zi i Y 
an at Y St. 1 St. 2M St. 
3.16 0.0085 0.0135 0.0190 

4.61 0.0070 0.0104 0.0164 

9.90 0.0061 0.0090 0.0145 

J. Phenylphosphorsiure (M/1000) +Takaferment (B). 

Ls sas % St. 1 8t. 2 St. 
DS 0.0204 0.0263 0.0298 

4.58 0.0143 0.0211 0,0263 

3.98 0.0082 0.0162 0:0223 

K. o-Kresylphosphorsiure (M/1000) +Takaferment (B). 
Zeit Y St. 1 St. 2 St. 
Ph =. 

eh) 0.0184 0.0255 0.0291 

4.41 0.0138 0.0201 0.0254 

7.62 0.0092 0.0153 0.0212 


K. Asakawa: 


L. Diphenylphosphorsiiure (M/1000) + Takaferment (B). 


a 


2 ee 24 St. 48 St. 
3.12 0.0051 0.0059 
4,60 0.0062 0.0085 
5.52 0.0077 0.0118 
6.32 0.0056 0.0081 


M. Di-o-Kvesylphosphorsiiure (M/1000) +-Takaferment (B). 


oS 


— Zeit F : ‘ 
aS ee 24 St. 48 St. 
3.10 | 0.0058 0.0061 
4.60 0.0065 0.0088 
5.54 0.0088 0.0120 
6.45 0.0961 0.0083 


N. Di-8-Glycerophosphorsiiure (M/1000) + Takaferment (B). 


ae Zeit 
" el 

an 3% St. 

Je a 
teas 

S221 0.0069 

4.62 0.0083 

D.02 0.0118 


O. Diithylphosphorsiiure (M/1000) + Takaferment (B). 


a0 


Zeit 


ey, 

Phe one 
3.24 
4.62 
0.04 


0.0218 
0.0282 
0.0304 
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IT. Nierenphosphatase. 


A. 6-Glycerophosphorsiiure (M/1000) +Nierenphosphatase (A). 


“ae 
ee as ate Y St. 1 St. 2% St 
9.05 0.0231 0.0290 0.0310 


B. 6-Glycerophosphorsiiure 


(M/1000) + Nierenphosphatase (B). 


io a Vy St. 1 St. 2% St. 
= | 
9.03 0.0178 0.0248 0.0310 
C.  a-Glycerophosphorsiiure (M/1000) + Nierenphosphatase (A). 
al = 2 : 
Zeit ” % St. 1 St. 21 St. 
Ph i 2 
7.20 0.0085 0.0060 0.0126 
8.49 0.0134 0.0202 0.0240 
8.89 0.0165 0.0218 0.0246 
8.98 0.0179 0.0231 0.0250 
OL 0.0155 0.0228 0.0244 
9,54 0.0135 0.0204: 0.0236 
9,98 0.0085 0.0160 0.0218 


= 
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D. Azetonglycerophosphorsiiure (M/1000) +Nierenferment (A). 
Di os ae Y% St. 1 St. 2% St. 
7.58 0.0056 0.0120 0.0229 
8.85 0.0252 0.0305 0.0318 
9.04 0.0257 0.0307 0.0320, 
9,30 0.0233 0.0285 0.0290 
| 
E. Glykolphosphorsiiure (M/1000) + Nierenferment (B). 
=. 
Say P 
Arete all 1 St. 1 St. My St. 
8.40 0.0114 0.0151 0.0216 
9.05 0.0127 0.0167 0.0220 
9,36 0.0116 0.0152 0.0210 


F. Propylphosphorsiure (M/1000) + Nierenferment (B). 


=~ <a c 
ee ee 1 St. 2 St. 
Se 
5 0.0078 0.0132 
8.95 0.0102 0.0152 
9,21 0.0085 0.0131 


G. Isopropylphosphorsiiure (M/1000) + Nierenferment (B). 


——— 


ae Zeit ~y 9a 
of a 1 St. 2 St. 
i 
Sad 
8.51 0.0068 0.0120 
9.04 0.0098 0.0141 
9,24 0.0083 0.0128 
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H. 6-Phenithylphosphorsiiure (M/1000) +Nierenferment (A). 


——— 
Zeit O14 
ae % St. shi 2% St. 
8.02 0.0061 0.0105 0.0212 
8.59 0.0112 0.0182 0.0295 
9.02 0.0145 0.0212 0.0312 
9.13 0.0137 0.0201 0.0295 
9,52 0.0092 0.0141 0.0190 
I. Benzylphosphorsiiure (M/1000) + Nierenferment (B). 
Zeit alr ¢ OL 4 
Ph ly St. Le St: 21% St. 
8.32 0.0115 0.0191 0.0278 
8.62 0.0148 0.0245 0.0310 
9.08 0.0250 0.0310 0.0313 
9,20 0.0260 0.9312 0.0310 
9.38 0.0274 0.9311 0.0312 
9,61 0.0185 0.9245 0.0295 


J. Phenylphosphorsiiure (M/1000) + Nierenferment (B). 


pos 
ee on Y% St. Wy St. 2 St. 
es 
8.02 0.0112 0.0178 0.0310 
8,81 0.0175 0.0257 0.0312 
9.16 0.0215 0.0295 0.0310 
9,26 0.0235 0.0302 0.0313 
9.74 0.0277 0.0310 0.0310 
9.90 0,0282 0.0312 0.0313 
10.07 0.0265 0.0305 0.0312 
10.40 0.0206 0.0277 0.0310 
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KX. Phenylphosphorsiure (M/25) + 1% Niere 


Kk. Asakawa: 


nfe 


rment (B). 


The [site 


2 Sb 


BE pg ai8E 
8.67 0.0099 0.0190 0.0621 
8.92 0.0135 0.0245 0.0742 
9.55 0.0230 0.0401 0.1123 
10.12 0.0285 0.0474 0.1190 
10.28 0.0301 o0as7 Ff a.LtT 
10.50 0.0249 0.0385 | 0.0790 
11.08 0.0117 0.0168 0.0287 
11.27 0.0064 0.0084 0.0105 


L.  o-Kresylphosphorsaure (M/1000) + Nierenferment (B). 


\ 


Zeit 


Soe aS Ue St. 1% St. 2 St. 
eS 
8.31 0.0091 0.0155 0.0310 
8.65 0.0175 0.0268 0.0312 
9,26 0.0242 0.0295 0.0312 
9,52 0.0468 0.0312 0.0813 
9,85 0.9285 0.0310 0.0313 
10.21 0.0252 0.0293 0.0310 


M. Diphenylphosphorsiiure (M/1000) -++Nierenferment (B). 


Ph 


8.35 
9.02 


9,30 


ae 24 St, 48 St. 
0.0112 0.0167 
0.0129 0.0193 
0.0115 0.0172 
0.0081 0.0123 
0.0068 0.0103 


a 
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N. Di-o-Kresylph 


osphorsiiure (M/10 


00) +Nierenferment (B). 


Petre Zeit 
a 5 ae 24 St 48 St. 
Ph — + RS 
a Ls 
6.72 0.0098 0.0157 
7.82 0.0117 0.0172 
9,03 0.0074 0.0115 


O. Di-8 Glycerophosphorsiiure (M/1000) + 


Nierenferment (B). 


ese 


ae oid O24 St, 48 St. 
baer == 

7.02 0.0048 0.0059 

7.83 0.0053 0.0069 

9.01 0.0036 0.0049 


2. Diithylphosphorsiiure (M/1000) +'Nierenferment (B). 


ae 


= Zeit ees . 
ee on 24 St. 48 St. 
7.05 0.0310 0.0385 
7.78 0.0348 0.0481 
9,07 0.0240 0.0326 
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DIE FERMENTATIVE SPALTUNG DER 
DIPHOSPHOGLYCERINSAURE. 


Von 


HIDEO KOBAYASHI. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1929.) 


Die Wirkung der Glycerophosphatase auf das a- und /-Gly- 
cerophosphat wurde von Asakawa (1929) im hiesigen Institut 
untersucht. Nach seiner Angabe werden die beiden Substrate von 
der Nierenglycerophosphatase fast in gleichem Betrag gespalten, 
aber interessanter Weise zeigen die Substanzen ein ganz eigentiim- 
liches Verhalten gegen das gereinigte Ferment aus Aspergillus 
oryzae. Die B-Form wird bei Ph 3 optimal gespalten, wie bei uns 
wiederholt nachgewiesen wurde. Die optimale Spaltune der a- 
Form ist dagegen bei Ph 5.6 vorhanden. Diese Aciditit ist eben- 
falls das Optimum, wenn die /-Form durch das ungereinigte 
Ferment angegriffen wird. 

Die Verschiebung der optimalen Aciditét bei der Spaltung des 
/-Glycerophosphats wird, wie von Kobayashi(1927) und Inouye 
(1928) untersucht, von einer Art Paralysator verursacht, dessen 
Wirkungsmechanismus dureh seine Bindung an die als Kation 
dissoziierte Fermentampholyte zu erklaren ist. Dadurech kommt 
es theoretisch und experimentell vor, dass die Spaltung des /- 
Glycerophosphats durch das Ferment bei Ph 5.6 fast in gleichem 
Betrag erfolet, und es ist einerlei, ob es frei von dem Paralysator 
ist, oder ob er beigemischt ist. 

Es war sehr merkwiirdig, dass das a- und /-Glycerophosphat 
bei Ph 5.6 von der oben erwahnten gereinigten Takaphosphatase 
unter gleichen Bedingungen mit fast gleicher Geschwindigkeit 
gespalten wurde. Als das Medium noch angesduert wurde, 
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beschleunigte sich die Spaltung der /-Form entsprechend der 
Acidititzunahme weiter bis Ph 3, aber die Spaltung der a-Form 
wurde immer herabgesetzt. 

Es ist darum interessant, das Verhalten eines Substrats, das 
die Phosphorsaurereste in a- und /-Stellung gleichzeitig enthalt, 
zu den Phosphatasen zu untersuchen. Zu diesem Zweck steht uns 
die Diphosphoglycerinséure zur Verfiigung. Diese Substanz wurde 
zuerst von Greenwald (1926) aus den Erythroecyten der Hunde, 
Schweine und Menschen als Bariumsalz isoliert; spaterhin gelang 
es Jost (1927), sie als Brucinsalz schon kristallisiert zu erhalten. 
Das Verhalten dieser Substanz unter der Einwirkung verschiedener 
Organe wurde von Jost untersucht. Muskel, Milz, und Knochen- 
mark zeigten keine wesentliche, Leber nur geringfiigige Spaltung. 
Dagegen war beim Nierengewebe eine starke Spaltungsfahigkeit 
festzustellen. Diese Experimente wurden zuerst nachgeprift, und 
zwar mit Nieren- und Knochenphosphatasen. Unsere Ferment- 
losung wurde nach der Autolyse der Organe und der darauf 
folgenden Dialyse hergestellt und war praktisch frei von Phosphor. 
Nierenphosphatase spaltete die Diphosphoglycerinsiure tiber 70% 
in 24 Stunden bei 37°C in der Aciditét von Ph 8.0 Bei der 
KKnochenphosphatase wurde eine Spaltung von 68% in 96 Stunden 
unter denselben Bedingungen beobachtet. Da die Aktivitat der 
gebrauchten Knochenphosphatasen ungefaihr 14 bis 14 der Nieren- 
phosphatase, auf Glycerophosphat unter derselben Bedingung 
geprift, betragt, kann man wohl schliessen, dass kein wesentlicher 
Unterschied zwischen den Wirkungen der beiden Phosphatasen 
gegentiber der Diphosphoglycerinsaiure vorhanden ist. 

Das Verhaiten dieser Saure zu der Phosphatase aus Aspergillus 
Oryzae, Takaphosphatase, ist interessant. Mit dem unbehandelten 
Ferment wird sie optimal bei Ph 5.6 hydrolysiert, was mit dem 
Ergebnis bei dem a- und f-Glycerophosphat iibereinstimmt. Mit 
dem gereinigten Ferment ist aber das Ergebnis ganz auffallend. 
Die Diphosphoglycerinsiure wurde von solcher Fermentlésung bei 
Ph 2.9 und 5.50 mit der fast gleichen Geschwindigkeit gespalten. 
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Zwischen diesen beiden Acidititen war eine geringere Hydrolyse 
nachzuweisen, und bei Ph 4.0 war sie minimal. Die Spaltung der 
Diphosphoglycerinsiure, die bei dem ungereinigten Ferment nur 
elmen einzigen Gipfel in der Ph-Aktivititskurve besass, bekam nun 
ein anderes Optimum in Ph 3. Dies ist, wie von Inouye angegeben, 
eine der Hydrolyse des $-Glycerophosphats spezifische optimale 
Aciditat. 

Es handelt sich hier um die spezifische Spaltbarkeit der zwei 
Phosphorsaurereste in a- und /-Stellung. 

Ich habe vor diesem Versuch mit: der gereinigten Ferment- 
losung die Hydrolyse des a- und /-Glycerophosphats gepriift und 
konnte die oben erwahnte Angabe von Asakawa bestatigen. Nach 
seiner Meinung ist das Ferment, das die beiden Monoglyceride 
angreift, wesentlich einheitlich. Die Reinigung des Ferments 
durch die Adsorptionsmethode hat die Befreiung eines Paralysators, 
der X-Substanz, erzielt, deren Wirkung sich spezifisch auf die 
Hydrolyse des /-Glycerids beschrankt. 

Was man bei dem Ergebnis des vorliegenden Versuchs in 
Erwigung ziehen soll, ist zweierlei. Es ist einmal die abnorm 
geringe Wirksamkeit des Ferments in der Gegend von Ph 4.0, und 
dann die im Betrag fast gleiche Spaltung bei Ph 3 und 5.5. 
Augenblicklich scheinen diese Ergebnisse mit dem oben erwahnten 
Resultat von Asakawa bei dem a- und /-Glycerophosphat nicht 
zusammenzufallen. Wir wissen aber nun, dass es eine Art Sub- 
stanz gibt, die sich an die Phosphatase bindet und dadurch eine 
eigentiimliche Ph-Abhangigkeit der Abspaltung des /-Phosphor- 
sdurerests verursacht. Ein Beispiel ist NaF, das von Inouye 
untersucht wurde. Dieses Salz wirkte in sehr verdiinnten Kon- 
zentrationen hemmend auf jenes Ferment und erzeugte die zweite 
optimale Aciditét, bei den untersuchten Fallen in Ph 5,6—5.8, 
wahrend die Lage des der /-Saureabspaltung spezifischen Optimums 
keine verstreichende war. Das wirksame Agens dieses Salzes ist 
das Fluorion. 

Wir wollen einmal bei der Diphosphoglycerinséiure ihrer 
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Carboxylegruppe eine Bedeutung beilegen und in der Wirkung des 
an dieser Gruppe dissoziierten Anions eine Analogie mit dem 
Fluorion annehmen. Die grésste Spaltung hinsichtlich des /- 
Phosphorsdurerests soll bei Ph 3 angenommen werden und die 
massige bei Ph 5.5. Da die a-Phosphorsaureabspaltung anderseits 
aber unter den gegebenen Bedingungen noch bei Ph 5.5 optimal 
fortschreiten soll, addiert sich diese a-Siéurespaltung in dieser 
Aciditat mit jener /-Saéurespaltung, und der ganze Betrag der 
abgespalteten Phosphorsdéure kann als gleich bei Ph 3 vorkommen, 
wo die /-Saéurespaltung tiberhand nehmen soll. Zwischen Ph 3 und 
5.6 kommt die Beeinflussung des Anions zum Vorschein ‘und die 
minimale Hydrolyse ist zu beobachten. Im ganzen untersuchten 
Ph-Gebiet werden die beiden Phosphorsaurereste, obwohl in ver- 
schiedener Geschwindigkeit, doch wohl abgesprengt, wie man es 
erwarten kann. Darum kommt der gesamte gebundene Phosphor 
in lang fortgesetzten Versuchen gaénzlich als anorganischer zu 
Tage. 

Daraus wird das abnorme Verhalten der Diphosphoglycerin- 
saure zu der Takaphosphatase erklart werden konnen. Jedenfalls 
ist es von grossem Interesse, dass sich derselbe Bestandteil in 
einem einzigen zusammengesetzten Molekiil je nach der Bindunegs- 
stelle bei der Abspaltung durch Ferment verschieden verhalt. Ob 
die analoge Erscheinung bei den kompliziert aufgebauten Sub- 
stanzen, z.B. bei Lipid, Polysaccharid, Eiweiss oder Polypeptid 
mit dem entsprechenden Fermente beobachtet wird, werden 
zukiinftige Versuche zeigen. 


EXPERIMENTELLER THEIL. 


Die Diphosphoglycerinsiure wurde nach Jost (1927) aus 
Pferdeerythrocyten als Brucinsalz kristallinisch bekommen. Das 
wasserfreie Salz schmolz bei 174°C. Aus 9 ¢ lufttroecknem Brucin- 
salz wurde die freie Saéure wieder genau nach Josts Angabe 
hergestellt. Diese Losung wurde mit N. NaOH gegen Lackmus 
neutralisiert und auf 100 cem mit Wasser verdiinnt. 1 cem dieser 
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Losung enthielt 1.333 mg P. Da das lufttrockene Brucinsalz noch 
etwa 20% Wasser enthalten sollte, war die Ausbeute der Saure 
als Natriumsalz fast quantitativ. 

Die Nierenphosphatase wurde nach Asakawas Angabe aus 
vom Schlachthaus frisch bezogener Schweineniere hergestellt. 
80 ¢ des zermahlenen Organbreis wurden in 800 ccm Chloroform- 
Wasser suspendiert, mit Toluol tiberschichtet, 48 Stunden unter 
gelegentlichem Schiitteln in den Brutschrank (37°)  gestellt. 
Danach wurde der Brei mit 0.8 cem Essigsaéure (30%) versetzt und 
noch 24 Stunden bei derselben Temperatur gelassen. Das 
Autolysat wurde nun klar filtriert und im Kollodiumsack gegen 
destilliertes Wasser 48 Stunden dialysiert. Die erhaltene Ferment- 
lésung war praktisch frei von anorganischem Phosphor. 

Knochenphosphatase wurde aus den zerstossenen Extremitiaten- 
Inochen und Rippen des durch Carotisschnitt entbluteten jungen 
Kaninchens in derselben Weise wie das Nierenferment hergestellt. 

Die Reinigung der Takaphosphatase wurde durch die Adsorp- 
tionsmethode (Inouye, 1928; Kobayashi, 1927) ausgefiihrt. 

Die Regulation der Wasserstoffzahl wurde in der sauren Reak- 
tion mit M/2 Essingsaéure-Acetat, in alkalischer Reaktion mit 
M/10 Glykokoll-Natronlauge erzielt. 

Die gesamten Versuche wurden bei 37°C ausgefiihrt und zwar 
in den ersten 4—5 Stunden im elektrisch regulierten Wasserbad 
und bei den weiter fortgesetzten Versuchen dann im Brutschrank. 

Ph wurde 4-5 Minuten nach jeder Anstellung des Versuchs 
elektrometrisch ermittelt. Der anorganische Phosphor kolori- 
metrisch nach Briggs. 

Die in den Protokollen angegebenen Zahlen bedeuten me des 
anorganischen Phosphors in 1 cem des Hydrolysengemisches. 


Versuch 1. 


Die Wirkung der Nierenphosphatase auf die Diphospho- 
elycerinsaure 
Natr. Diphosphoglycerat 2.5 eem 
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M/10 Glykokoll-Natronlauge | 5.0 eem 
Wasser 12.5 eem 
Nierenphosphatase 5.0 ecm 
Zeit 
: 1St. 28t. 48t. 24 St. 
ey 
8.00 0.0085 mg 0.0159 mg 0.032 mg 0.0953 mg 
8.70 0.0063 ,, 0.0086 ,, 0.0115,, 0.0294 ,, 
In 24 Stunden wurde die Saure tiber 70% abgebaut. Vor dem 


Versuch habe ich die Wirkung des Ferments auf das Natr. Glycero- 


phosphat gepriift. Sie war hoch aktiv. 
Versuch 2. 


Die Wirkung der Knochenphosphatase auf die Diphospho- 


elycerinsaure. Die Versuchsanordnung war dieselbe wie bei dem 

Nierenferment. 

ee 
. 18t. 2 St. 24 St. 96 St. 

Phi fee 

8.00 0.0068 mg 0.0107 mg 0.0512 mg 0.0906 mg 
8.50 0.0067 ,, OOION,, 0.0199 ,, 0.0596 ,, 
9,25 0.0031 ,, 0.0061 ,, 0.0165 ,, 0.0293 ,, 


Bei Ph 8.0 wurde der Ester in 96 Stunden beinahe 68% 
gespalten, Das Ferment war auch sehr wirksam gegen Natr. 


Glycerophosphat (Kahlbaum). 


Versuch 38. 


Die Wirkung der unbehandelten Takaphosphatase auf die 
Saéure. 

Natr. Diphosphoglycerat 2. 

M/2 Essigsiure-Acetat 5 
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Wasser 12.5 ecm 
2% Takadiastase 5.0 eem 
Zeit 
aye 1St. + 2 St. 48t. 24 St. 

3.57 0.0072 mg 0.0113 mg 0.0211 mg 0.0767 mg 
4.11 0.0161 ,, 0.0254: ,, 0.0877 ,, 0.1041 ,, 
5.00 0.0280 ,, 0.0415 ,, 0.0606 ,, 0.1260 ,, 
5.64 0.0490 ,, 0.0736 ,, 0.1015 ,, 0.1290 ,, 
6.12 0.0371 ,, 0.0547 ,, 0.0751 ,, 0.1264 ,, 


Die Diphosphoglycerinsdure wurde also wie 


das Glycero- 


phosphat mit der unbehandelten Takaphosphatase wieder bei Ph 
5.6 maximal gespalten. 


Versuch 4 a. 


Die Wirkung des gereinigten Ferments auf a- und f6-Glycero- 
Vor dem Hauptversuch mit dem Diphosphoglycerat 
habe ich den vorliegenden Versuch ausgefiihrt, um die Angabe 
von Asakawa zu bestiatigen. 
M/100 a- oder 6-Gly ee Say: 2.5 eem 


phosphat. 


M/2 Hssigsiure-Acetat 5.0 eem 
Wasser 12.5 eem 
Fermentlosung 5.0 eem 
pr Zeit 
> % St. 18t. 2% St. 
Ph = 
SJ 
3.13 0.0052 mg 0.0069 mg 0.0139 mg 
o4 
DOL 0.0062 ,, 0.0102 ,, 0.0180 ,, 
3.20 0.0184 ,, 0.0241 ,, 0.0296 ,, 
B 
3.093 0.0073 ,, OOL09) 5 0.0192 ;; 


180 H. Kobayashi: . 


Das Ausgangspraparat fiir die Reinigung war verschieden von 
dem des vorigen Versuchs. Doch konnte ich wohl annehmen, dass 
die Befreiung von dem Paralysator vollstandig erzielt worden war. 
Der niachste Versuch wurde auch mit dieser gereinigten Ferment- 
losung vorgenommen. 


Versuch 4b. 


Die Wirkung der gereinigten Takaphosphatase auf die Diphos- 
phoglycerinsaure. 
Natr. Diphosphoglycerat 2.5 ecm 
M/2 Essigsaure-Acetatgemisch 
oder M/10 Glykokoll-Salzsiure 5.0 ccm 


Wasser 12.5 eem 
Fermentlosung 5.0 eem 
Zeit Anorg. Phosphor in mg 
Ph 18t. 2 St. 4 St. 24 St. 48 St. 72 St. 
2.50 0.0072 0.0145 0.0213 0.0451 = — 
2.94 0.0112 0.0218 0.0390 0.0896 a =a 
3.08 0.0112 0.0213 0.0362 0.0847 = = 
3.21 0.0087 0.0195 0.0351 = 0.114 — 
3.38 0.0060 0.0120 0.0210 0.0734 — — 
3.97 0.0029 0.0054 0.0117 = = 0.130 
4,89 0.0072 0.0123 0.0224 0.105 0,134 = 
5.90 0.0113 0.0219 0.0378 0.118 0.133 = 


Die Konzentration unserer Diphosphoglycerinsiureldsung war 
0.0215 mol, und bei jedem Ansatz war sie, noch in 10 facher 
Verdiinnung verdiinnt, also in 0.00215 Mol, vorhanden. Dagegen 
war die schliessliche Konzentration des Glycerophophats bei jedem 
Isomer M/1000. Der Glycerinsiureester war also ungefihr 2 mal 
so stark konzentriert wie das Glycerid, selbst wenn es nur den a- 
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oder $-Phosphorsaurerest betrifft. Trotzdem sah man iiberhaupt 
eine geringere Abspaltung des anorganischen Phosphors und 
konnte wohl annehmen, dass der Glycerinsdureester schwerer 
anereifbar als das Glycerid war. Dies ist auf den hemmenden 
Einfluss des an der Carboxylgruppe dissoziierten Anions zuriick- 
zuftihren, wie schon oben erortert wurde. 
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UBER DEN GEHALT AN GLUTATHION IN DEN 
DENERVIERTEN SKELETTMUSKELN. 


VON 


MIZUHO OKUDA. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit zu Nagasaki. 
Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Hingegangen am 1. Juli 1929.) 


HINLEITUNG. 


Die Autooxydation und Autoreduktion der Zelle ist schon 
lange von vielen Forschern studiert worden. 

1888 zeigte de Rey Pailhade, dass die Hefe und der 
wasserige Extrakt derselben die Fahigkeit hat, den Schwefel auf 
Schwefelwasserstoff zu reduzieren. Er gab dieser so wirkenden 
Substanz den Namen Philathion. Danach zeigte er, dass nicht nur 
die Hefe sondern auch viele tierische Gewebe dieselbe Substanz 
enthielten. 

Gola fand in befruchtetem Pflanzengewebe eine Substanz die 
positive Nitroprussidreaktion aufweist, und auch Buffa fand 
dieselbe Reaktion im tierischen Gewebe. 

Heffter wies 1908 die positive Nitroprussidreaktion in vielen 
Geweben und Gewebsextrakten nach. 

Betreffs des Wesens dieser Reaktion zeigte Arnold zuerst, 
dass es eine Eiweissreaktion ist, aber spater glaubte er, dass es 
sich wahrscheinlich um eine Reaktion des freien Cysteins handele, 
weil er eine deutliche Reaktion in eiweissfreiem Gewebsextrakt 
bemerkte. 

Heffter stellt die Tatsache fest, dass Cystein leicht oxydabel 
in Cystin ist, und Cystin seinerseits mit Natrium-Thiosulfat zu 
Cystein reduzierbar ist. Seine Erklarung lautet etwa folgender- 
massen: Hs existiert in der Zelle eine Substanz ahnlich wie 
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schwefligsaures Salz, die den Sauerstoff von Wassermolektilen 
aufnimmt. Der dabei frei gewordene Wasserstoff reduziert die 
-S-S- Gruppe zur -SH Gruppe, worauf die -SH Gruppe wieder 
leicht zur -S-S- Gruppe zuriickkehrt, und diese Reaktion wiederholt 
sich mehrmals, sodass eine Oxydation und die Reduktion der Zelle 
fortwihrend stattfindet. Aber diese Anschauung blieb nur eine 
Hypothese ohne experimentelle Begritindung. 

Erst 1921 wies Hopkins nach, dass sich in den Geweben die 
Dipeptide von Cystein und Glutaminsaure befinden, welche posi- 
tive Nitroprussidreaktion zeigen, und meinte, dass diese Dipeptide 
eine grosse Bedeutung fiir die Oxydation und Reduktion der Zelle 
haben. Er nennt diese Substanz Glutathion. 

1925 veroffentlichte Tunnicliffe eine Bestimmungsmethodik 
des Glutathion, und seither ersehienen eine grosse Anzahl von 
interessanten Experimenten hintereinander. 

Nach den bisherigen Mitteilungen ist diese Substanz in fast 
allen tierischen und pflanzlichen Geweben mit Ausnahme von 
Serum, Plasma, Bindegewebe und Vogeleiern vorhanden. 

Nach Hopkins geht die Menge dieser Substanz im allgemeinen 
mit der Stoffwechselgrosse der Organe parallel. 

Die Versuche von Langley und Itagaki, welche zeigten, 
dass der denervierte Muskel mehr Sauerstoff als der gesunde ver- 
braucht, fithrten mich zu der Untersuchung, den Glutathiongehalt 
zwischen denervierten und gesunden Muskeln zu vergleichen. 


VERSUCHSMETHODIK. 


Als Versuchsmaterial wurden Kaninchen gebraucht. Auf 
einer Seite wurde der N. ischiadicus durechschnitten und auf der 
anderen Seite der Nerv als Kontrolle in gesundem Zustand belassen. 
Nach 3, 5, 10 und 20 Tagen nach der Operation wurden die Tiere 
getotet, sofort der M. gastrocnemius und M. soleus herausgeschnit- 
ten und gewogen, dann wurde der Glutathiongehalt der beidersei- 
tigen Muskeln nach der von Perizweig und Delrue modifizierten 
Methode Tunnicliffes bestimmt. Die Operation wurde immer 
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streng aseptisch ausgefiihrt, und wenn eine Infektion vorhanden 
war, wurde auf den Versuch ohne weiteres verzichtet. 


TABELLE I. Gesunde Kaninchen. 


Korper- 


Muskel- 


red. Glutathion 


Datum | gewicht | Geschl.| Seite gewicht a) . ane 

(kg) (g) (mg) | (%) 
ee sj ae om Nr Sie cee | eee 
WTI] 22 | P| vets | ast | on | Bas | oe 
1/1. | 2,0 Se 17 29 B00 | 008s 
4/TIT. | 2,0 gs learnt ie 16 00 0,084 
4/TII. | 2,2 ce Binet hee 25 623 | 086 
ear | 31 5A es ite 134 ON 600 | 0.048 
7/IV. 2, Beals 103 13 “a0 seu 
7/TV. 2,1 Go age oe ee 795 0,039 
ety. | 20 | & | Whe | its | 33 | bes | Ooss 
3/V. 2,1 paieers t= oe a so3-| odd 
es | 88 | Be ae 
uv. | 22 | & | veohts | aes | so | 750 | ooze 
W/V. | 20 [2% | vecnts | ios | 22 | so | ool 
w/v. | 20 | & | fects | ite | 24 | eo | Ooo 
18/V. 2, ES lege a7 38 0 0048 
Durch- 21 = links 12,3 — — 0,047 
schnitt a rechts 12,2 — = 0,047 
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VERSUCHSERGEBNISSE. 


A. Glutathiongehalt der gesunden Muskeln. 


Vor den eigentlichen Versuchen habe ich den Glutathiongehalt 
der beiderseitigen gesunden Muskeln gemessen. Die Resultate sind 
in Tabelle I zusammengefasst. 

In allen 15 Fallen waren das Gewicht und der Glutathion- 
gehalt der beiderseitigen Muskeln fast gleich, und zwar betrug 
der Glutathiongehalt 0,034 bis 0,059%, durchschnittlich 0,047%. 
Diese Werte stimmen fast mit den Angaben von Tunnicliffe wa. 
liberein. 


B. Vergleich des Glutathiongehalts der denervierten 
und gesunden Muskeln. 


Die Resultate sind in der II. bis V. Tabelle verzeichnet. 


TABELLE IJ. Am 3. Tage nach der Operation. 


Korper- Muskel- N/100 J red. Glutathion 

Datum | gewicht | Geschl. Seite gewicht (eem) 2 ; 
(kg) (g) (mg) | (%) 
2 9 operierte 15,6 3,0 7,50 0,048 
3/III. 2,3 Gs gesunde 16,0 2,7 6.75 0,042 
~ ° operierte 14,5 2,4 6.00 0,041 
15/III. | 2,0 Pe | eenies 14,5 Ls 4.50 | 0,031 
2 5 operierte 12,1 2,2 5,00 0,045 
27/111, 2,0 cS oesande 12,2 2,0 5,00 | 0,041 
operierte 12, 2,1 RAS) 0,042 
30/11. ae S gesunde 12,6 1) 4,75 0,037 
oO 5 operierte ANT, 25) 6,25 0,053 
eV. a S | gesunde 118 29 5,50 | 0,049 
, 9 operierte 12,9 2,7 6,75 0,052 
16/V. 2,0 a gesunde 12,7 2,9 6,25 0,049 
oleae 5 operierte 12,4 2,4 6,00 0,048 
16/V. zo S | sesunde 12,4 23 5,75 | 0,046 
Durch- 21 = operierte IS ‘Il = = 0,047 
sehnitt S. gesunde 13,2 —_ — 0,042 
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TABELLE III. Am 5. Tage nach der Operation. 


Korper- Muskel- N/100 J red. Glutathion 

Datum | gewicht | Geschl. Seite gewicht (cms ORS aE 

(kg) (g) (mg) | (%) 

° operierte 9,2 2,0 5,00 0,054 
dey UIT. - 6 gesunde 9,2 1,4 3,50 0,038 
9 9 operierte 10,4 2,2 5,50 0,053 
24/TII. a8 S | gesunde 113 18 4.50 | 0,040 
= s operierte | 10,1 251 co 0,052 
24/TIT. 2/0 na) eee 10,8 1,8 4.50 | 0,042 
i = operierte 9,2 2°9 5,50 0,060 
28/111. cB S | gesunde 9,7 L7 4,25 | 0,044 
operierte 11,0 2,4 6,00 0,054. 
1/IV. 2,0 2. gesunde 11,2 1,9 4,75 | 0,042 
operierte 11,1 3,1 7,75 0,070 
1/V. 2,0 S gesunde AGS) Ps 6,25 0,053 
5 operierte 10,7 3,0 7,50 0,070 
1/V. 2,1 er. ande 15 23 5,75 | 0,050 
Durch- 2.0 af operierte 10,2 = + 0,059 
schnitt 2 gesunde 10,8 =e = 0,044. 


TaBELLE TV. Am 10. Tage nach der Operation. 


Korper- Muskel- N/100 J red. Glutathion 

Datum | gewicht | Geschl. Seite gewicht (cem) : 

(kg) (g) (mg) | (%) 

operierte 9,0 2,9 7,20 0,080 
17/311. 2,8 ) gesunde 9,8 2,2 5,50 0,056 
9 operierte 8,9 25 6,29 0,070 
sina ae 2 | gesunde 11,3 2,0 5,00 | 0,044 
9 operierte 10,2 3,6 9,00 0,088 
29/TII. 1,9 S gesunde 12,9 2,4 6,00 0,046 
9 , operierte 10,5 2,6 6,50 0,062 
Lam 23 4 2 | sesunde 12,7 19 475 | 0,037 
operierte Tes 2,4 6,00 0,080 
aOpTIT. a4 i gesunde 9,4 1,8 4,50 0,048 
= cperierte 13,2 2,9 7,29 0,055 
i/V. 2,0 a) gesunde 14,7 2,2 5,50 | 0,037 
operierte 8,8 25 6,25 0,071 
W/V. = S | gesunde 12 L7 495 | 0,038 
Durch- o41 a operierte 9,7 — =e 0,072 
schnitt a gesunde als = —_— 0,044 
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TABELLE V. Am 20. Tage nach der Operation. 


Korper- Muskel- N/100 Je red. Glutathion 

Datum ewicht | Geschl. Seite gewicht ¥ 

8g (cem) 
(kg) (g) (mg) | (%) 

: operierte 8,1 3,1 Chess 0,096 
ea ee) Ce aide 13.1 1,9 475 | 0,036 
cperierte 8,4 2,2 5,50 0,065 
Bo/Ih. aR Or ead 13,7 20 5,00 | 0,036 
operierte 6,5 1,8 4,50 0,069 
ave ee S | gesunde 17 25 6,25 | 0,053 
operierte ee B52 5,50 0,076 
we SG 2,4 oe gesunde 12,0 2,0 5,00 0,042 
operierte 5,8 2,0 5,00 0,086 
8/IV. 2,0 6 gesunde 10,4 NS SAS 0,055 
operierte 6,5 2,3 5,79 0,088 
30/IV. ny ce gesunde 9,8 2,2 5,50 0,056 
operierte 6,1 2,2 5,00 0,090 
30/IV. eal S gesunde 10,0 Oxf Spe) 0,052 
Durch- 21 oa operierte 6,9 = ete 0,081 
schnitt 6 gesunde 11,5 == aS 0,047 


Am 3. Tage nach der Operation ist der Unterschied des 
Gewichts zwischen den beiden Muskelarten noch nicht deutlich, 
doch der Glutathiongehalt ist in den denervierten Muskeln grésser 
als in den gesunden Muskeln, und zwar ist er um 4-32%, 
durehsehnittlich um 12%, vermehrt. Am 5. Tage ist der Unter- 
schied des Gewichts nur noch gering, doch der Glutathiongehalt 
der denervierten Muskeln vermehrt sich bis zu 23-42%, durch- 
schnitthch auf 34%. Am 10. Tage ist der Unterschied des 
Gewichts der beiden Muskeln deutlicher, und der Glutathiongehalt 
der denervierten Muskeln steigt auf 45-90% ,durchsehnittlich auf 
64%. Am 20. Tage ist der Glutathiongehalt der denervierten 
Muskeln 30-167%, durchschnittlich 72% grosser, und der Unter- 
schied der Muskelgewichte ist entsprechend sehr deutlich. 

Der Glutathiongehalt der denervierten Muskeln (bis Z, 20. Tage 
nach d. Operation) ist fast ohne Ausnahme grésser als der der 
gesunden, sodass man ohne weiteres schliessen kann, dass mindes- 
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tens in gewissen Zeitriiumen nach der Denervation der Glutathion- 
gehalt in den Muskeln stets zunimmt. 


DISKUSSION. 


Die Verinderung der denervierten Muskeln ist schon 1916 
von Langley beim Kaninchen untersucht worden. Er schnitt 
den N. tibialis ab und reizte taglich den M. gastrochemius mit 
elektrischem Strom. Auf diese Weise wird der Muskel wiederholt 
in Aktion gesetzt. Er konnte dabei die Gewichtsabnahme nicht 
verhindern und beobachtete gleichzeitig in den denervierten Mus- 
keln kontinuierliche fibrillare Zuckungen. Darauf behauptete er, 
dass die Atrophie bei denervierten Muskeln hauptsachlich Ermii- 
dungsatrophie und keineswege eine einfache Inaktivitatsatrophie ist. 

1917 fanden Langley und Itagaki an der Katze, dass der 
Sauerstoffverbrauch der denervierten Muskeln grosser ist als der 
der gesunden Muskeln. Sie behaupteten, dass diese Atrophie nicht 
nur auf Verminderune des Muskelbildungsvermégens sondern 
hauptsachlich auf Vermehrung der Muskelzerfallserscheinungen 
beruht. 

In meinen Experimenten tritt zuerst die Vermehrung des 
Muskelglutathion auf, dann folgt eine allmahliche Verminderung 
der Muskelgewichte in den denervierten Muskeln. 

Heute kann ich noch nichts Bestimmtes tiber das Verhaltnis 
meiner Befunde zu Langleys Ansicht sagen, aber wenn die 
Zunahme des Glutathiongehalts mit der Stoffwechselgrosse parallel 
geht, so ist es wahrscheinlich, dass in den denervierten Muskeln 
der Stoffwechsel starker ist als in den eesunden Muskeln. 
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STUDIES IN EXPERIMENTAL SCURVY. 


Y. The Calcium and Phosphorus Metabolism of Guinea 
Pigs fed on a Vitamin C Free Diet, 
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TAKEYOSHI NAGAYAMA and TASUKU MUNEHISA. 
(From the Laboratory of Biological Chemistry of the Tokyo Jikei-Kwai 
Medical College, Tokyo.) 


(Received for publication, July 20, 1929.) 


Hitherto, the investigation upon phosphorus and calcium have 
maintained a main part in the studies upon the metabolism of 
mineral substances in an animal deprived of vitamin C. Hans 
V. Euler and Karl Myrback (1925) determined the content of 
phosphate and calcium in the blood of guinea pigs and rats in 
many different cases brought forth by the addition of various 
amounts of vitamin C or A. According to their results, the 
amount of blood calcium of the vitamin C free guinea pigs is 
almost the same as the normal value (average 0.069 mg. per gm. 
blood) ; namely it corresponds to 11 mg in 100 ce. of serum. On 
the contrary, they state, the phosphate in blood decreases so 
remarkably and so constantly that the change in the amount of 
phosphate in blood should be a ‘‘quantitatives Kriterium’’ of the 
study on vitamin C in guinea pigs. E. Edestein and Schmal 
(1926) reported, however, in their study upon blood chemistry of 
experimental scurvy, that the amount of calcium and phosphate of 
the normal guinea pigs was apt to vary to a tolerable extent; 
namely Ca was 10.1-14mg% and P was 6.6-10mg%, and each 
average value was respectively 11.95mg% and 8.09mg%. The 
amount of calcium was not influenced at all by the lack of vitamin 
C€ and the phosphate content also showed no remarkable change 
except a few cases where diminution was somewhat notable. On 
the amount of calcium in urine of scorbutie animal, K. Tomita 
(1928) of our laboratory, reported that it showed a slight decrease. 
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EXPERIMENTAL Mernop. 


Guinea pigs, weighing from 500 to 700 gm. were previous to 
the experiment fed on Sherman’s Vitamin C free diet with the 
supplement of 5eg@m. of fresh radish and with the free access 
to water until their body weight and the amount of food taken 
daily become almost stationary. The cages described in the 
previous paper (Nagayama, Machida and Takeda, 1928) were 
used. Every morning at a definite time and before the meal the 
body weight of animals and the amount of the food ingested in the 
previous day were measured, and then a fresh portion of food was 
supplied. 

The urine and feces were gathered every third day, and 
calcium and phosphorus were determined each time. For a certain 
period this experiment was kept up, and then fresh radish in 
ration was replaced, by the same amount of radish boiled for 2 
hours at 110°C was given. 

When scurvy reached the worst state, or a few days before 
death the blood was drawn from the animal, with the empty stomach 
on that day, by the jugular vein without any contamination of 
the body fluid. Those fed on a vitamin C free diet were killed 
at the end of a week, without any regard to the state of the 
disease and their blood was examined. In this case, it is proved 
on dissection that they were not complicated with any other disease 
than scurvy. From the normal animals after feeding for 7-10 
days with Sherman’s diet and fresh radish, blood was drawn 
with the same care as before. 

The method used for analysis was as follows: 

a. Calewum and Phosphate in Serum. 

When blood, drawn from the jugular vein, is allowed to stand 
over night in an ice box the serum separates gradually. The 
serum was obtained by centrifugation. For precipitating protein 
materials of the serum, dilute the serum with two times its volume 
of distilled water, and add slowly the same volume of 2% trichlor- 
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acetic acid. Allow it to stand for 10 minutes after shaking and 
then filtrate it with a dry small filter paper. This filtrate is ready 
for the determination. 

Calecium—Clark’s Method (1921) 

Inorganic Phosphorus—Bell and Doisy’s Method (1920) 


b. Calcium and Phosphate in Urine. 

With great care not to let it putrify, three days urine was 
collected. After precipitating the salts with weak ammonia, 
acidify with acetic acid for the determination. 

Calcium—Inoue’s Method (1921) 

Phosphate—Uranium Method 


c. Calcium and Phosphorus in Feces. 

Mix well combined three days feces in a glass mortar and use 
from 2.0 to 3.0gm. of these for analysis. By Stolte’s method(1911), 
ignite it carefully in the ordinary porcelain crucible. Then dis- 
solve it in dilute HCl. Add weak ammonia until it becomes faintly 
alkaline, and then aeidify it with N-HCl until faintly acid (alizalin 
used as indicator). Then carry out determination by the same 
method as in the case of urine. 


RESULTS OF EXPERIMENT. 


The amounts of calcium and phosphorus in three days feces 
of the normal and scorbutic guinea pigs are shown in tables 
from I to IX, The body weight, the amount of ingested food, 
the volume of three days urine, and the amount of feces are also 
shown in the same tables. 

As to the calcium excretion in the urine there are two 
different groups of guinea pigs observable in scurvy; while one 
shows an inereased excretion of calcium in an early period of 
the disease, in another its excretion decreases throughout the ex- 
periment. On the contrary, in the case of feces, it generally in- 
creases in a great amount at the begining of seurvy, especially 
when the amount of calcium excretion in the urine is small. The 
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TABLE I. 
No. 6. The Amount of Ga & P mgm in 8 days urine and feces of scorbutic 
s y 
guinea pigs. 


ee 


Seorbutie Days 


Normal = ae = = =e 
3 6 9 12 15 18 
| 
Body weight g 570 560 540 530 490 445 | 895 
Diet ingested g. 56.0 56.0 60.9 59.0 37.0 48.0 63.0 
us Volume eG: 32.0 40.0 25.0 22.0 13.0 19.0 72. 
5 12% meg. 60.9 67.6 56.8 51.2 PACT 23.2 24.4 
a Ca mg. 35.2 65.6 521 31.4 16.2 19.3 22.6 
=a a a eee 
Weight g. 7.5 D1 (P2) 7.9 7.0 5.5 2.4 
nD 
2 Re mg. |. 76.5_| 50.8 | 107.8 | 69.0 | 719 | 46.6 | 45.0 
hae mg. | 71.5 | 45.5 | 89.0-\.60.7 | 47.0 | 51.3 | 56.0 
se P. mg. | 1324 [148.4 | 164.6 | 120.2 | 99.6 | 69.8 69.4 
ro 
= A Ca meg. LOG ye SL s7 92.1 | 63.2 | 70.6 78.6 
TasBLe II. 
No. 7 Ca & P mgm in 3 days Urine and Feces of Seorbutic Guinea Pigs. 
Scorbutie Days 
Normals | co es ik ea 
3 6 9 12 15 
Body weight g. 480 460 455 410 342 290 
Diet ingested on 61.0 55.0 73.0 38.0 10.0 7.0 
| 
Volume Cer 35.0 37.0 23.0 26.0 31.0 23.0 
A P, me. 61.6 50.7 | 49.9 36.7 41.3 | 43. 
= | Ca me. 44.5 57.0 | 263 | 999 | 9231 19.9 
| Weight | g. 8.4 Ss ailssy Fo 2s 2.2 0.9 
“s | 
a iP, me. 63.5 100.8 | 112.0 55.0 Sou 11.2 
Bl ca. | mpn| €07- | 28a |. 183.04) ele ssa seleniod 
| | 
ras | 1p me 125.1 151.5 161.9 91.7 74.4 54.6 
~~ oO | 
s E | Ja mg 114.1 155.6 | 191.3 84.5 54.8 25.6 


Studies in Experimental Scurvy. 195 


TaBun IIT. 
No. 8 Ca & P mgm in 3 days Urine and Feces of Seorbutic Guinea Pigs. 


. Scorbutic Days 
Normal | 
eee 6 9 12 15 
Body weight |g. 505 485 ATS 420 340 320 
Diet ingested Coie 61.0 56.0 59.5 28.0 10.0 8.0 
| ea ual ea 
Z Volume ee. | 27.5 30.0 23.0 20.0 20.0 7.0 
5 P. mg. 56.0 | 624 | 460} 346] 23.0 7.3 
A Ca mg,{ 45.0 | 862} 201 | 212 72 1.3 
Weight | g. Sey LHS 6.4 11.0 6.0 5.6 
n | 
S P. meg, 48.0 | 101.0 85.3 | 141.0 77.3 70.5 
i: Ca mg. 40:3 | 95.0 "73 ) 127.0-| +871 63.5 
a3 | P | mg. | 104.1 163.4 | 131.3 | 175.6 | 100.3 77.8 
— fo} | i 
a é Ca | mg 83.2 1. 1812 | 4064 | 1482 1 743 | G48 
TABLE IV. 


No. 10 Ca & P mgm in 3 days Urine and Feces of Scorbutic Guinea Pigs. 


Scorbutic Days 


| Normal |— 
ir 6 9 12 15 
Body weight g. | 595 600 evs | 585 | 450 | 395 
Diet ingested g. 69.5 75.0 59.0 36.0 27.0 19.0 
Volume ce. 40.0 | 53.0 58.0 45.0 90.0 24.0 
# P. mg. 792 |° 81,6 74.3 73.8 57.2 55.8 
. Ca (tmg. | 568° | S01} 450) 468) 210] 66 
| Weight g. 1.6) 012.0 7.0 2.0 0 0 
n | | 
5 P mg. 86.6 | 123.5 66.5 26.7 — = 
2 Ca mg. | 949 | 154.7 | 833 | 317 — _ 
| 
PE) mana. aks SS hI +, et 8 ee a ae Fee 
=8 P, mg. | 165.7 | 205.1 | 140.8 | 100.5 57.2 55.8 
+o | 
£& | Ca |mg.| 1463 | 2138 | 1283 | 785 | 21.2 6.6 
< | | | 


j 
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TABLE V. 
No. 14. Ca & P mgm in 3 days Urine and Feces of Scorbutie Guinea Pigs. 
Scorbutic Days 
Normal 

3 6 9 12 

Body weight g. 565 565 575 520 450 
Diet ingested g. 54.0 58.0 57.0 34.0 10.0 
“Volume ce, 77.5 55.0 45.0 80.0 50.0 

vo 
5 ie mg 108.3 93.8 125.0 130.04— 877 
e Ca | mg 29.2 18.2 30.4 39.6 32.4 
Weight g. 12.0 9.5 9.0 15.0 4.0 
n 

© ie: meg. 97.9 98.9 120.0 150.0 ae 

a) Ga | me. 56.6 139.7 154.4 176.3 57.6 
Sed | ~ a 
S E 12 mg. 206.2 192.7 245.0 280.0 144.8 
Be Ca | mg. 131.8 157.9 184.6 206.9 90.0 
| 
Tasize VI. 
~l6etCarG 2 


mgm in 3 days Urine and Feces Scorbutic Guinea pigs. 


Scorbutic Days 


Normal = 
3 6 9 | 12 15 
Body weight oe 5380 510 510 545 510 450 
Diet ingested 60.5 61.0 64.0 66.0 43.0 20.0 
| I 
Volume | ce PH) 4.0.0 40.0 35.0 30.0 22.0 
o 
5 Pr ame: 96.0 149.8 | 418%s | 1214 69.1 13.3 
4 Ga Sg. 81.1 68.6 | 47.0 | 338 | 27.4 4.1 
Weight g. 8.0 65 | 9.5 8.0 7.5 2.5 
n 
S P, me 110.4 117.1 |, 128.4 90.8 | 119.1 35.8 
| Oa | gy | 108 ba tae eon) erie means 
<= -- | = 
w 
ra ee me. 206.4 259.9 | 310.2 201.9 188.1 49,1 
Po 
s & Ca mg. 154.4 223-7 | 2189 | 145:8 |) 1499 30.7 
< 


es os 
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Tasie VII. 
No. 17 Ca & P mgm in 3 days Urine and Feces of Scorbutic Guinea Pigs. 
Scorbutie Days 
Normal 

| 3 6 9 12) 1S 

Body weight g. 620 | 605 565 560 490 445 
Diet ingested | g. 65.5) | 25910 53.0 39.0 23.0 15.0 

| 
z Volume | ce. Gs 1 ite 40.0 28.0 25,0 16.0 
A P. | mg. emey 4 dleyee 153.9 100.0 67.1 43.5 
P Ca | me 58.7 83.6 40.0 41.2 29.0 19.2 
Weight | ¢ 8.8 O20) 6.5 2.9 3.0 0.7 
iv) 
2 P | mg 113.2 80.3 | 104.4 38.5 46.9 10.9 
* Ca mg 74.4 59.0 | 70.2.| 32.8 32.1 9.8 
= E Ps mg 189.0 PAS) 258.3 138.5 114.0 54.4 
2 A Ca, | mg, Spee ths alsy2his) 110.2 74.0 61.1 29.0 
= : 


Tasie VIII. 
No. 19 Ca & P mgm in 3 days Urine and Feces of Scorbutic Guinea Pigs. 


Scorbutie Days 
Normal = =a 
3 6 9 12 15 
Body weight | fee 560 535 540 550 480 415 
Diet ingested | g. 59.0 p80 | 61,0 | 640) 18.0 2.0 
Volume | c¢. 70.0 38.0 60.0 40.0 30.0 13.0 
oO | 
= P, | mg. 74.1 1364 | 962 | 86.2 |- 750 |) 175 
rue | ms 
mn Ca | mg. 35:1 490 \2 383 | 29.0") “806° Pano 
Weight | g. 9.3 12, 3.0 | 20.0 4.5 1.5 
: P, | mg. 614—|- 120.0 | 549 | 2222 | 72.6] 20.6 
FH ae | Lie, 54.2 | 129.0 | 506 | 2010-- 646 | 29.9 
=e P |me.| 135.4 | 2564 |-1514 | 3084 | 91476 | 38.1 
S 5 Ca | mg. 89.3 | 171.01 889 | 2300] 95.2 | 311 
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TaBue IX. 
No. 20 Ca & P mgm in 3 days Urine and Feces of Scorbutie Guinea Pigs. 


Scorbutic Days 
3 6 9 12 15 
Body weight g. 480 455 460 4595 430 370 
Diet ingested g. 52.5 43.0 44,0 46.0 25.0 2.0 
: | Volume | ce. 52.5 55.0 37.0 28.0 23.0 17.0 
A P. mg. 68.9 $32 | 85.9) 606 | 5a6 | 418 
a Ca me. 33.2 23.0 | 32.0) 2624 19.8 4.8 
Weight | ¢. 8.5 5.5 2.5 7.0 8.0 3.0 
nD 
2 | PF mg. 84.4 63.9] 27.3 | 87.5 | 960 | 25.2 
er Ga me: 67.2 68.5 |. 32, st9 | 716 | 22.8 
eel ee: mg, | 158.3. | dera  aae.a, | 148.0)| 44761 ane 
ae 22) 
= A Ga mg 190.3 96.5 | 64.0 | 1081 | 914 | 37.6 
< | 


phosphorus excretion in almost all cases increases in urine and 
feces in the early period of scurvy. 

The total amount of Ca and P eliminated in urine and feces 
shows an increase at the beginning of scurvy and then a gradual 
decrease. 

The amount of calcium and inorganic phosphorus in the serum 
of scorbutic guinea pigs and the normal, are shown in tables X 
and XI. In the scorbutic animals, the blood for analysis is drawn 
in the first, second and the third weeks of scurvy. 

As shown in the above tables, the amount of Ca in the serum 
of the normal guinea pigs are from 8.8 to 11.8 mg (on the average, 
10.6 mg.) in per 100 ec. serum, and in the ease of the scorbutic 
animals, it was from 8.5 to 11.9mg. throughout the experiment. 
That is almost the same as the control. 

Also inorganic phosphorus contents in the serum of the normal 
guinea pigs, are from 5.8 to 8.8 mg, and the average is 7.0 mg per 
100 ce, serum, and that of scorbutiec guinea pigs is from 3.2 to 


mg. of Ca per 100 ee. serum of seorbutic guinea pigs. 
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TABLE X. 
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ee Normal 1 Week 2 Week 3 Week 
1 11.8 11.2 11.9 11.6 
2 11.5 11,2 11.8 11.0 
3 11.4 10.8 11.6 10.2 
4 11.4 10.6 11.2 10.0 
5 11.0 10.6 10.9 10.0 
6 10.9 10.2 | 10.7 10.0 
e 9.7 9.2 | 10.4 9.8 
8 o3 9.8 8.5 
9 8.8 | 

Average 10.6 10.5 11.0 10.1 


TATE TRY XT 


mg. of inorg. P mgm per 100 ¢e. serum of scorbutie guinea pigs. 


No. of 


nui Normal 1 Week 2 Week 3 Week 
i. | 8.8 | 8.4 | 8.8 10.2 
ox | By 7.6 | 8.7 9.5 
_ 7.0 6.7 | 8.5 7.3 
nial 6.7 6.3 81 6.0 
5 6% 5.0 | he: 3.9 
6 6.5 4.8 7.7 3.8 
vi 5.8 1.5 6,2 | 3.2 
8 | 6.1 
9 | 6.0 

: hs = Es 

Ayerage | 70 6.2 | Wb 6.3 
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10.2 meg, on an average, is 6.7 mg per 100 ec. serum. 

In 80% of scorbutic animals, the amounts do not show any 
difference as compared with those of the control, but in 20% of 
them there is a marked decrease. 

As scurvy is sometimes accompanied by starvation, we deter- 
mined Ca and P in the serum of the starved animals and we got 
results, as shown in table XII. 


TABLE XIT. 


me of Ca and P per 100 ce. serum of guinea pigs in starvation. 


No. of animal 1 2 3 ny ee: 5 6 7 Average 
pate = 
Caleium 11.0 11.0 10.4 | 10.0 9.8 9.0 9.0 10.1 
aor 39.| 85 | =78 | 60) “63. 3eleesa TA 
phosphor 
1 


According to the above results, the amounts of Ca in the 
serum per 100 ¢c., are from 9.0 to 11.0mg and the average is 
10.1mg. The amounts of P are from 5.1 to 8.9 me and the average 
is 7.1me. These do not differ from the normal animals. 


SUMMARY. 

The amounts of Ca and P eliminated in urine and feces of 
the scorbutic guinea pigs in our experiment, though seemed to be 
affected somewhat by the amount of the ingested food, increase 
generally in the early period of scurvy, with the tendeney to 
decrease toward the end. Whenever the urinary excretion of Ca 
decreases, a large amount of calcium is found in the feces. Ca 
content in the serum of our scorbutic guinea pigs, just as Euler, 
Myrback, Edestein and Schmal reported, does not differ from 
the normal, The amount of P in the serum remains in a majority 
of cases, almost the same as in the normal, coinciding with what 
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Edestein and Schmal reported. We cannot agree with Euler 
and Myrback in that the amounts of phosphate in the serum of 
the scorbutie guinea pigs decrease considerably so that the diminu- 
tion of P in the serum might be taken as a ‘‘Quantitatives Kri- 
terium’’ of scurvy. 
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